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Introduzione

Il presente lavoro rappresenta il risultato dell’ attivita di tirocinio svolta a conclusione del
corso di laurea triennale in Valorizzazione e Tutela dell’ Ambiente e del Territorio Montano
che ha avuto come obiettivo la caratterizzare e la valorizzazione del mais “Nero Spinoso”, una

varieta tradizionale coltivata e conservata in media Valle Camonica.

Questo lavoro oltre a restituire i dati agronomici e chimici che caratterizzano tale varieta,
espone le procedure avviate dall’ universita degli studi di Milano (Ge.S.Di.Mont), in
collaborazione con gli enti locali (comuni di Esine e Piancogno), volte all’ inserimento del mais

“Nero Spinoso” nel Registro nazionale delle varieta da conservazione.

Le antiche varieta agricole, dette ‘“varieta da conservazione” hanno origine locale e
rappresentano la memoria storica e biologica dell’ agricoltura; normalmente hanno un’ elevata
capacita di tollerare gli stress sia biotici che abiotici e sono spesso caratterizzate da interessanti
sapori ed eccellenti proprieta nutrizionali. La tutela di queste varieta ¢ un’ opportunita
economica per i territori ma ha anche notevole importanza per la tutela della biodiversita

agricola e naturale.

Il presente elaborato riporta il lavoro eseguito durante il tirocinio nel quale sono state svolte

analisi agronomiche in otto campi sperimentali e analisi chimiche di laboratorio sulle cariossidi.



Capitolo 1 1 CEREALI

Il termine cereali designa un gruppo di piante erbacee appartenenti alla famiglia delle
Graminacee, dalla cui cariosside si ottengono alimenti e prodotti alimentari di altissima valenza
nutrizionale. Molto probabilmente i1 cereali sono state le prime piante ad essere coltivate
dall’'vomo, che fin dall’antichita ha saputo coglierne I’importanza diet etica e la versatilita

d’utilizzo. I cereali di piu largo consumo sono il frumento, il mais, I’orzo ed il riso.

La parte della pianta utilizzata a scopo alimentare ¢ la cariosside un frutto secco indeiscente. I
cereali hanno sempre rappresentato un’importante fonte di cibo, foraggio e, negli ultimi decenni,

materie prime per 1’industria.

La ricerca sui cereali sta, infatti, ricevendo una rinnovata attenzione da parte del settore
biotecnologico. In particolare, la comprensione dei fenomeni che caratterizzano lo sviluppo e i
processi che portano all’accumulo dei nutrienti di riserva nella cariosside, potrebbe fornire le basi
per sviluppare approcci efficienti per il miglioramento della resa e della qualita dei cereali.
Attualmente, mentre riso e frumento vengono utilizzati prevalentemente per 1’alimentazione
umana, il mais nei paesi piu avanzati ¢ destinato, in gran parte all’allevamento del bestiame ¢ ad
una moltitudine di altri impieghi come la produzione di biogas, bioetanolo, edulcoranti e materie
plastiche biodegradabili. Nei paesi in via di sviluppo il mais ¢ fonte di alimentazione per gli

umani.

Tra 1 cereali, il mais come prodotto alimentare zootecnico puo essere considerato I’alimento
base indispensabile per la formulazione delle razioni animali. Se confrontato con gli altri foraggi,
esso garantisce una UF (unita foraggera) a piu basso costo ed ¢ adottato nell’ingrasso di bovini,
suini, avicoli e nella dieta degli animali da latte. Tuttavia ¢ certa, oggi piu che mai, la necessita di
successivi perfezionamenti tecnici per migliorare e valorizzare le produzioni maidicole e soprattutto

ridurre 1 costi di produzione.

La scarsita di cereali ¢ dovuta sia alla maggiore richiesta dei Paesi emergenti sia ad una
maggiore utilizzazione non alimentare. Cid crea preoccupazioni, aggravate dal fatto che la

popolazione mondiale ¢ in continuo aumento e che la superficie coltivabile non solo non puo

aumentare, ma purtroppo tende a diminuire.

Il mais, tra 1 piu grandi cereali al mondo, primeggia per produzione totale e resa unitaria infatti

una normale pianta produce spighe di circa 400-700 semi.



Le piante da loro derivate possono essere facilmente incrociate o auto fecondate, producendo

cosi una progenie numerosa particolarmente utile negli studi genetici.

La coltivazione del mais in Italia, che nei primi anni del *900 aveva raggiunto una superficie di
ben 2 milioni di ettari e una produzione totale di 2 milioni di tonnellate, si ¢ ridotta di molto in
superficie per 1’abbandono delle aree marginali, ma fa registrare oggi produzioni totali cinque

volte maggiori.



1.1 IL MAIS

1.1.1 Storia e origine.

Il mais (Zea mays L.) fa parte della classe delle Monocotiledoni, famiglia delle Poaceae

(Graminacee) e sottofamiglia delle Maydeae.

La parola “Zea” ¢ di origine greca e significa “vivere” mentre “mays” ¢ riconducibile alla parola

indiana “mahiz” o “marisi” che significa “pane di vita”.

Il mais ¢ organizzato nel genere Zea, un gruppo di piante native del Messico e dell’ America
centrale. Questo genere comprende specie selvatiche, conosciute come “teosinte”, annuali e
perenni. La specie coltivata (Zea Mays L.) deriva dall’addomesticamento di Zea parviglumis

iniziato circa 10.000 anni fa nel sud del Messico.

La specie Zea mays L. — da 500 anni nota in Italia come Granturco — comprende numerose
forme coltivate (cultivar o agroecotipi), risultato di un lungo e diversificato processo evolutivo che,
negli ultimi 7000-10.000 anni, ¢ stato condizionato e orientato dall’'uomo in funzione degli

specifici ambienti e delle diverse esigenze e culture alimentari.

Zea mais , gia in epoca precolombiana si era differenziata sotto la pressione umana, fino a
occupare un ruolo fondamentale nell’alimentazione di varie etnie Meso e Sud americane, nelle
condizioni piu varie: da zone costiere tropicali e subtropicali a vallate e altopiani. Di fatto, nel XVI
secolo la coltivazione del mais era diffusa a livello familiare in regioni che spaziavano
dall’Equatore alle latitudini 50° N e 45° S, con altitudini che variavano da 0 a 4500 m s.l.m.; in
situazioni climatiche caratterizzate da temperature medie tra 15° e 45° C; con precipitazioni da 300
a 4000 mm/anno; e infine con durata del fotoperiodo da 12 a 16 ore/giorno durante la stagione

colturale estiva.

La presenza precoce del mais in Peru, Ecuador, Panama e Colombia, associata alla tecnologia
litica (strumenti in pietra) per lo sfarinamento,sembra confermare che il consumo di mais in tale
regione abbia preceduto quello del Centro e Nord America. Si pud pertanto concludere circa una
datazione dell’uso alimentare (iniziale e molto ridotto) dei mais duri selvatici raccolti a partire dal
5500 a.C.; un’utilizzazione agricola dei mais duri dal 3500 a.C.; un’espansione della specie
nell’agricoltura amerindia meso e sudamericana a pa rtire dal 2500 a.C mentre 1 tipi farinosi si

affermavano in particolari zone a partire dal 1000 a.C.



I tipi dentati si presentarono solo tardivamente in Mesoamerica e Sudamerica, attendibilmente
come conseguenza di incroci tra forme vitree e altre pit 0 meno farinose preesistenti. Il Mais era
una pianta relativamente nota e gia coltivata in tutta I'America centrale, soprattutto da parte dei
Maya che ne utilizzavano i chicchi secchi o lessati e che per primi realizzarono la farina,

cuocendola seppur artigianalmente, proprio come si fa oggi con la polenta.

Veniva preparato e consumato in molti modi diversi, ad esempio sotto forma di tortilla o di
tamales e per la preparazione del atole, una bevanda calda. La granella, raccolta verde o essiccata
al sole, era ridotta in farina dalle molandaie mediante frantumazione e sfarinamento pitt 0 meno

raffinato sui metate (lastre e rulli manuali in pietra o legno), o in mortai di legno o di pietra.

Essenziale alla sopravvivenza delle civiltd meso americane, il mais aveva un ruolo di primo
piano anche nella mitologia, nella religione e nelle cerimonie rituali. L’addomesticamento e il
miglioramento del mais sono infatti strettamente correlati allo sviluppo della complessita
culturale e la nascita di civilta evolute nelle Americhe precolombiane. La domesticazione del

genere Zea ¢ ricordata nella tradizione orale con miti anche molto elaborati.



1.1.2 Diffusione

Le prime notizie sul mais e la sua coltivazione provengono dal Diario di Bordo del primo
viaggio di Cristoforo Colombo il cui originale, consegnato ai Reali di Spagna, ¢ andato disperso,
ma il cui contenuto ci ¢ pervenuto nelle versioni di Bartolom¢ de Las Casas e di Fernando

Colombo. Dalle Americhe all'Europa il balzo del mais nel nostro continente fu rapidissimo.

In Italia le prime notizie sulla scoperta del Nuovo Mondo e sul mais pervennero al Cardinale
Ascanio Sforza, fratello di Ludovico il Moro, tramite una lettera in lingua latina di Pietro Martire
d’Anghiera datata 13 novembre 1493. La prima regione italiana ad adottare questa coltivazione fu
la Campania, poi seguita da Veneto ed Emilia. Il mais entro nella tradizione alimentare italiana
dando vita a quella che si usa definire "la civilta della polenta". E’ nella terra da cui provengono,
la pianura pedemontana di Brescia e Bergamo, che agli inizi del XVII secolo, inizio la

coltivazione del mais anche in Lombardia per poi diffondersi rapidamente in tutta la regione.

Queste varieta entrarono nei centri commerciali del nostro Paese attraverso i domini spagnoli.
Dal Veneto, dove il mais era giunto a Venezia (Massegalia 1927) prima del 1550 e dove venne
dapprima coltivato a scopo di studio ( erbario ) dai botanici per poi successivamente penetrare, a
scopo alimentare, nel Friuli dove ¢ documentato dal 1580 e nel Bergamasco, allora sotto il
dominio di Venezia, nel 1632. Nel 1649 Milano dispone I’apertura del mercato al commercio del
mais per contrastare la penuria degli altri grani. Favorevole alla diffusione di questo cereale sono
state anche le innumerevoli situazioni pedo climatiche che caratterizzano il nostro Paese. Il mais,
nella tradizione contadina di un tempo non lontano, rappresentava del resto non solo un prezioso

alimento ma anche, nelle sue parti di scarto, un elemento della magra economia agreste.

L’adattamento produttivo del mais (fig. 1) agli ambienti di coltivazione ¢ determinato
essenzialmente dalla durata del ciclo vegetativo e dalla combinazione degli elementi climatici nel
periodo durante il quale, in presenza di temperature diurne superiori ai 10 °C, la pianta pud
svolgere le funzioni di assimilazione, accumulo dei carboidrati e loro traslocazione nelle
cariossidi, gli organi finali di riserva. Le diverse combinazioni geniche pervenuteci, introdotte da
ambienti originari tropicali, subtropicali e temperati, hanno subito un severo processo di
ibridazione, ricombinazione e selezione, da cui sono emerse le sole combinazioni capaci di portare
a termine il ciclo produttivo in condizioni di fotoperiodo pit o meno lungo, di temperature
giornaliere varianti in funzione stagionale, di situazioni varie ed erratiche per le locali disponibilita

idriche.



Oggi ¢ la terza coltura per importanza dopo il riso e il frumento, estendendosi dall’equatore fino
ai 60° di latitudine e dal livello del mare fino a quasi 4000 metri negli altopiani andini. Sempre a
livello mondiale occupa circa 130 milioni d’ettari di suolo e fornisce una produzione di circa 450
milioni di tonnellate di granella. Le rese medie per ettaro variano notevolmente: dalle 1,5-1,8

tonnellate nei paesi in via di sviluppo, alle 7-8 tonnellate nei paesi sviluppati.

In Italia il contributo del mais al valore della produzione agricola nazionale ¢ attualmente pari a
circa 2000 milioni di euro che corrispondono al 4% del totale del valore agricolo. La sua
produzione in granella ¢ pari a circa 11 milioni di tonnellate che vengono ottenute dalla
coltivazione di 1,1 milioni di ettari su un totale di circa 13 milioni di ettari di superficie agricola
utilizzata (SAU) a livello nazionale. La sua distribuzione a livello territoriale appare fortemente
concentrata nelle due circoscrizioni settentrionali del nostro Paese che arrivano a oltre il 90% del
totale, ma ci0 non significa che la sua importanza sia confinata territorialmente alle sole regioni

citate, poiché esso ¢ la base per 1’alimentazione di tutto il patrimonio zootecnico italiano.

Figura 1- Diffusione del mais nel mondo, zone di origine (rosso) e di coltivazione (verde).



1.1.3 Morfologia

Pianta _ Il mais (figura 2) ¢ una specie
Infliorescenza maschile

o panicala iled li £
o pannocchia monocotiledone polimoria, con

(usualmente detto Lo g
pennacchio forme specializzate alle piu diverse
condizioni ambientali, € una

graminacea diclina (con fiori

Infiorescenza fermminile

B Sl CEeEllEE unisessuati), monoica (con
o spadice .
{impropriamente detta infiorescenze separate sulla stessa

pannacchia)d
pianta), caratterizzata da un culmo

principale, talora accompagnato da
Lamina

fogliare Foglia steli secondari (polloni), con radici

Guaina

fascicolate secondarie e avventizie.

Figura 2 - morfologia pianta di mais .
La pianta presenta

infiorescenze maschili terminali a
pannocchia e femminili laterali ascellari a spadice, inserite in corrispondenza dei nodi fogliari e
costituite da un asse rigido pit 0 meno lignificato (tutolo), di forma cilindro-conica sul quale sono

inserite cariossidi di forma, colore e tessitura differenti, tipiche di ciascuna varieta.

Le cariossidi (frutti/semi) si presentano come frutti indeiscenti, monospermi, con pericarpo

inseparabile dal seme vero e proprio.

Il sistema radicale ¢ di tipo fascicolato e comprende quattro radici seminali e le radici
avventizie (ipogee ed epigee). Tuttavia, piu dell’80% dell’apparato radicale si posiziona nei primi
30-35 cm. Le radici avventizie ipogee si sviluppano nei primi 4-5 nodi localizzati appena sotto il
colletto e quindi, alla superficie del terreno; quelle epigee (radici aeree) sono emesse nei 2-3 nodi

basali dopo che la pianta ha espanso 9-10 foglie.

Queste ultime radici, se giungono al suolo o se ricoperte di terra con la rincalzatura, svolgono

funzioni di ancoraggio oltre che nutritive.

11 fusto o culmo (detto stocco, figura 3) misura comunemente 2-3 m di lunghezza. Tuttavia,
varieta precocissime canadesi possono essere alte solo 90 cm mentre, in regioni sub-tropicali e

tropicali, le piante possono arrivare a 6-7 m di altezza. Il culmo, negli ambienti italiani, ha un



diametro di 3-4 cm e possiede 14 (da 8 a 21) internodi. Gli internodi sono ravvicinati e di diametro

maggiore alla base della pianta mentre sono allungati nella parte superiore.

Il numero delle foglie (figura 3) solitamente varia fra 12 e 18. Il minor numero si trova nelle
varieta a maturazione precoce. La lunghezza delle foglie & compresa fra 30 ¢ 150 cm e la larghezza
puo raggiungere 15 cm. Le foglie sono disposte alternativamente sui due lati dello stocco, una per
ogni nodo sopra terra, € come i nodi sono in numero variabile da un minimo di 8-10 nelle varieta
precoci a 22-24 in quelle piu tardive. La foglia ¢ costituita da un tessuto tegumentale
(Pepidermide), che ha la funzione di proteggere i tessuti sottostanti dal disseccamento, dall’azione
degli agenti atmosferici e dall’attacco dei parassiti; inoltre, sia per le caratteristiche delle sue pareti
cellulari sia per la presenza in essa degli apparati stomatici, regola la traspirazione e gli altri scambi
gassosi fra i tessuti interni della foglia e ’ambiente esterno. Molto frequentemente sull’epidermide
sono presenti peli (o tricomi), solitamente morti e ripieni di aria; essi riflettono la luce, risultando
percio bianchi e lucenti e conferiscono il tipico aspetto lanuginoso alla pagina inferiore di molte

foglie.

I peli, quando sono abbondanti, formano un
feltro che trattiene il vapor d’acqua che fuoriesce
dagli stomi e determina un rallentamento nel

' processo di evaporazione delle foglie.

] 3 ;‘{l:-‘ C "_“_4

Figura 3- culmo e foglie di mais



1.1.4 Ciclo biologico
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Figura 4 - infiorescenze maschili e
femminili

Le infiorescenze maschili e femminili (figura 4) sono
distinte sulla pianta del mais. La pianta del mais infatti ¢
monoica (fiori maschili e femminili separati sulla stessa
pianta) e porta i fiori riuniti in spighette che rappresentano
I’unita dell’infiorescenza. La spighetta ¢ biflora, composta
da due glume che racchiudono i 2 fiori. Ogni fiore ¢ protetto
da una glumella superiore o lemma e una inferiore o palea.

Esistono due tipi di spighette: maschili e femminili.

Le spighette maschili portano tre stami e sono raccolte
nell’infiorescenza maschile o pennacchio che si trova nella

parte terminale del culmo. Il pennacchio si presenta

compatto o ramificato, eretto o pendulo.

Le spighette femminili sono portate sulla spiga o spadice

(volgarmente chiamata pannocchia). Essa consiste in una ramificazione laterale, prodotta da una

gemma all’ascella della foglia. Gli internodi di questa ramificazione sono raccorciati e portano

foglie modificate dette brattee che coprono la spiga. Ogni spighetta porta un solo fiore fertile

sormontato da un lungo stilo o seta che cresce rapidamente ed emerge dalla sommita delle brattee.

Le spighette si inseriscono sul rachide, chiamato tutolo; sono in numero pari, disposte in file o

ranghi. Le spighe possono avere da 4 fino a 30 o piu ranghi di fiori fertili.
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1.1.5 La cariosside, utilizzi e caratteristiche nutrizionali

La granella del mais ¢ un frutto indeiscente in cui il seme ¢ racchiuso nel pericarpo, tessuto
d’origine materna. Esso si origina dall’ovulo dopo che la cellula uovo contenuta al suo
interno ¢ stata fecondata da un nucleo generativo del polline: lo zigote diploide subisce una
singola divisione mitotica che genera una piccola cellula apicale e una grande cellula basale. La
cellula apicale va incontro ad una serie di divisioni e si differenzia in embrione, mentre la cellula
piu grande si trasforma in una struttura provvisoria che serve all’accumulo di sostanze all’interno
dell’embrione in fase di crescita. Le sostanze di riserva sono immagazzinate in cellule
parenchimatiche, e successivamente partecipano alla formazione dell’embrione e
dell’endosperma: i tessuti d’accumulo si dilatano e il peso del seme aumenta man mano che le

sostanze di riserva occupano il posto dell’acqua.

La cariosside ¢ composta dall” endosperma, dall’ aleurone e dall’ embrione (figura 5), ¢ inserita
sul tutolo della spiga attraverso un corto e spugnoso pedicello ed ¢ circondata dai residui delle
glume. Il peduncolo ¢ formato da tessuti materni molto vascolarizzati, che connettono il seme al

tutolo e quindi al sistema vascolare del fusto.

. &
1
Endosperma—— ;

A
«—Pericarpo—p | | / i —{ — Embrione

GERME —— '

\n } Celiute basali
Scutello —F ai concuzione

Strato nero

Pedicello

Figura 5 - cariosside di mais

L’endosperma (85% ), rappresenta la principale differenza tra monocotiledoni e dicotiledoni;
nei semi come 1 legumi, infatti, le sostanze di riserva per la germinazione sono contenute nelle

foglioline embrionali o cotiledoni. Nelle monocotiledoni, come il mais, il singolo cotiledone ¢
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ridotto ad una struttura a forma di scudo (lo scutello). Nei cereali questa ¢ la parte piu importante
del seme; alla fine dello sviluppo la maggior parte delle cellule costituenti muore, € ne rimane
vitale solo un sottile strato nella parte esterna che contiene meno amido, I’aleurone. L’endosperma,
che rappresenta piu del 90% della massa del seme, ¢ composto quasi esclusivamente da granuli
d’amido, la cui formazione comincia gia a circa due settimane dalla fecondazione; I’accumulo
di questa molecola inizia dal punto d’attacco al tutolo, e la modalita con cui essa ¢ disposta da
origine a differenti tipi di frattura delle cariossidi e alla loro forma. L’amido viene sintetizzato e

conservato in granuli, accumulati all’interno di plastidi modificati (amiloplasti).

L’embrione nel mais ¢ formato da una piumetta, una radichetta e lo scutello, che consiste in una
prima foglia modificata; la piumetta contiene le prime quattro - sei foglie embrionali arrotolate

all’interno del coleoptile (seconda foglia modificata).

In generale la specie Zea mays mostra una notevole variabilitd genetica al suo interno
soprattutto per quanto riguarda la forma e la composizione delle cariossidi, le varieta coltivate

possono essere classificate in sette gruppi, indicati nel passato come sottospecie o varieta botaniche:

11 tipo maggiormente coltivato ¢ quello dentato (figura 6), mentre il mais vitreo viene preferito
per I’alimentazione umana e in avicoltura (figura 6); tutti gli altri gruppi hanno un utilizzo piu

settoriale nell’industria, alimentare o chimica, e come piante.

Figura 6 - mais vitreo (sinistra) e dentato (destra)

La rilevanza del mais nell’alimentazione umana assume aspetti diversi a seconda delle aree
geografiche considerate e comunque, il consumo diretto da parte dell’'nvomo assorbe a livello

globale il 18% della produzione. Nei cereali, in generale, I’amido e le proteine contenute
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nell’endosperma rappresentano rispettivamente il 75% e il 12% del peso secco del seme maturo,

mentre il contenuto d’oli dello scutello ¢ inferiore al 5%.

Il un contenuto di amido alto ed ¢ una caratteristica rilevante per il consumo alimentare; da un
punto di vista nutrizionale le proteine contenute nei cereali sono carenti di alcuni amminoacidi
come il triptofano, precursore nella sintesi della vitamina B3 (niacina). L’elevato contenuto di
leucina sembra inibire la conversione del triptofano in vitamina B3 ne risulta che un’alimentazione
basata solo sul mais puo portare al manifestarsi della pellagra, malattia dovuta appunto a carenze di
niacina. In molti semi non solo di cereali, all’ interno della cariosside € contenuto un fattore
antinutrizionale, 1’acido fitico, un derivato fosfatico insolubile rappresentante meno dell’1% del
peso secco del seme a maturita, che nell’apparato digerente degli animali monogastrici si lega a
minerali essenziali nella dieta, rendendoli indisponibili, a causa delle sue proprieta chelanti. E’
noto che la polenta puo essere una buona fonte di ferro, fosforo, e anche di carotenoidi, la

maggior parte dei quali sono provitamine A.

Le cariossidi mature hanno colorazioni variabili dal bianco al nero. Il colore ¢ determinato dalla

produzione di due categorie di pigmenti:

e i carotenoidi, rappresentati dal B-carotene, importante fonte di vitamina A, e dalle xantofille,
essenziali per il colore giallo delle pelle e delle uova dei volatili;

e le antocianine, conferiscono i colori rosso e blu. Il blue corn presenta una pigmentazione
dal rosso al blu, fino al nero, per la presenza di antocianine nell’aleurone. Rispetto ai mais
bianchi e gialli il blue corn ha alcuni vantaggi nutrizionali, legati alla ridotta dimensione
della cariosside: maggior contenuto in proteina, in lisina, in minerali e in antocianine,

ritenute antiossidanti negli alimenti funzionali.
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1.2 IMETABOLISMI SECONDARI: I COMPOSTI FENOLICI DAL
POTERE ANTIOSSIDANTE

1.2.1 Le antocianine

Sono sostanze idrosolubili appartenenti alla famiglia dei flavonoidi. Sono dei glucosidi in cui
uno o piu esosi sono legati alle antocianidine; 1’introduzione di uno o piu gruppi —OH nel residuo

fenile e la loro successiva metilazione, dona loro varie e diverse colorazioni.

Sono divise in tre classi di pigmenti, chimicamente distinti, che sono responsabili dei colori
nel mondo vegetale: sono le betaline, che danno colorazioni dal giallo al rosa; i carotenoidi, dalle
tonalita arancio-rosse; e le antocianine, che danno colori rosso, viola, blu ai fiori e frutti, a
seconda del pH del mezzo in cui si trovano e della formazione di sali con metalli pesanti presenti
in quei tessuti. Nelle antocianine il monosaccaride o il disaccaride sono per lo piu legati
all’ossidrile in posizione 3 attraverso un legame glucosidico; in alcune un secondo residuo
di zucchero si lega all’ossidrile in posizione 5. Alcune antocianine complesse, per idrolisi
acida, liberano oltre allo zucchero o agli zuccheri e all’antocianidina, una o piu molecole di acido
malonico o p-idrossibenzoico o p-idrossicinnammico, che nella molecola dell’antocianina
complessa esterificano alcuni ossidrili alcoolici degli zuccheri. La struttura delle antocianine ¢
riconducibile ad un catione flavilio. Le antocianine contenute nei piu comuni alimenti del
regno vegetale, derivano dai loro rispettivi agliconi (antocianidine). Il loro numero ¢ 15 o
20 volte maggiore rispetto a quello delle antocianidine. Di queste le piu presenti nei vegetali sono

6: delfinidina, petunidina, cianidina, malvidina, peonidina e pelargonidina.

Possono essere contenute nel mondo vegetale come miscele di antocianine diverse o come una
sola antocianina. Il colore delle antocianine e quello delle antocianidine dipende dal pH del mezzo
e un altro fattore che nei tessuti vegetali provoca notevoli variazioni del colore delle antocianine ¢
la formazione di sali assai stabili con i cationi dei metalli pesanti e cio si verifica in particolare

quando I’antocianina presenta una coppia di ossidrili fenolici liberi nelle posizioni 3’ e 4°.
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1.2.2 Flavonoidi: struttura e funzione

I flavonoidi, insieme agli isoprenoidi e alcaloidi, rappresentano le tre principali classi di
metaboliti secondari prodotti dalle piante superiori. I metaboliti secondari sono composti non
richiesti per lo sviluppo e la crescita dei vegetali, ma coinvolti nella difesa e nella comunicazione

delle piante (Iriti and Faoro, 2004).

I Flavonoidi sono importanti perché caratteristici del mondo vegetale e sono alla base del
successo delle strategie adattative delle piante all’ambiente circostante (Shirley, 1996). Le piante
infatti a causa del loro stato sessile sono costrette a subire stress biotici e abiotici. Lo stress puo
essere definito come una condizione fisiologica alterata causata da fattori che modificano

1’omeostasi.

La co-evoluzione pianta-stress ha rinforzato il metabolismo secondario delle piante, e la
flessibilita di questo metabolismo permette loro di rapportarsi con le costanti fluttuazioni
dell’ambiente e di riuscire ad eludere gli stress. I flavonoidi assorbono la luce in un ampio range

dello spettro solare, causando svariati effetti e una molteplicita di funzioni fisiologiche.

Hanno 2 picchi di assorbimento nell” UVB e la loro assorbanza si sposta verso lunghezze
d’onda maggiori con I’aumento dei legami e la diminuzione della saturazione della struttura a 3
anelli planari; le antocianine, che sono i flavonoidi piu “modificati”, hanno il picco di
assorbimento attorno al visibile. Inoltre questi picchi sono ulteriormente influenzati dalla
presenza di metalli, dal pH e dalle interazioni con flavonoidi incolori. La varieta di colori che ne

deriva offre indizi visivi che attraggono impollinatori e dispersori di semi.

Le piante sono estremamente efficienti nel catturare energia luminosa dal sole, ma nello

stesso tempo sono esposte a quantita significative di radiazione UV potenzialmente dannosa.

I flavonoidi quindi agiscono da schermo per i tessuti vegetali vulnerabili: assorbono
principalmente nello spettro degli UVB e si trovano maggiormente concentrati nell’epidermide
delle foglie e nel polline; in piu, la loro sintesi ¢ rapidamente e fortemente indotta
dall’esposizione alle radiazioni UVB. La prima evidenza del ruolo protettivo dei flavonoidi si ¢
avuta studiando mutanti deficienti nella sintesi di questi composti in Arabidopsis thaliana,
ipersensibili alle radiazioni solari (Shirley, 1996). I flavonoidi possiedono infatti una struttura
chimica ideale per attivita volte contro i radicali liberi, e in pit mostrano un’attitudine a chelare

ioni metallici inibendo anche la formazione di questi radicali.
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Essi sono in grado di prevenire il danno cellulare causato dalle specie attive dell’ossigeno e
dai radicali liberi che si formano durante il metabolismo aerobico o per effetto di fattori di stress
esogeni, grazie alla loro prerogativa di ossidarsi facilmente e diventare cosi bersaglio

preferenziale di tali specie attive dell’ossigeno.

I flavonoidi sono molecole idrosolubili la cui struttura di base € un anello a 15 atomi di
carbonio, localizzati, in forma glicosilata, all’interno del vacuolo; sono composti polifenolici a
basso peso molecolare basati su tre anelli fenolici. Nelle piante vascolari sono stati identificati

oltre 5000 tipi di flavonoidi diversi, classificati in monomerici, dimerici ¢ polimerici (Martin,

2011).

Il loro nome deriva da flavus (= biondo), riferendosi al ruolo che giocano come pigmenti
vegetali, e sono in grado di conferire diverse colorazioni ai tessuti in base al pH del mezzo in cui
si trovano. I pigmenti blu si formano per chelazione con certi ioni metallici (ad esempio Fe+++ o
Al+++), mentre le antocianine sono responsabili per i colori rosso, blu e violetto di fiori e frutta e

sono quindi importantissime come mediatori dell'impollinazione.

Sia fenoli semplici sia acidi fenolici e i1 vari derivati cinnamici possono assolvere alla funzione
di schermo protettivo nel confronti delle radiazioni UV, anche se in questo ruolo i flavonoidi
svolgono 1’azione piu efficace in quanto presentano dei massimi si assorbimento a 250-270 e335-
360 nm. Tra i flavonoidi oltre alle antocianine sono stati studiati i flavonoli. Essi sono composti di
origine vegetale appartenenti alla classe dei flavonoidi, aventi come base il 3 - idrossiflavone.

Alti livelli di flavonoli sono presenti nelle verdure e nella frutta.

Essi inibiscono 1'ossidazione delle LDL e riducono cosi il fattore di rischio primario per
aterosclerosi e malattie correlate. Questi composti agiscono come cardioprotettori € migliorano i

livelli di fattori di rischio cardiovascolare negli animali.

I flavonoli sono stati collegati ad effetti protettivi contro diversi tumori specifici, tra cui
leucemia e tumore del pancreas, della mammella, del collo dell'utero, della prostata, dell'utero
e tumori del tratto urinario. I soggetti con assunzione regolare di flavonoli hanno un’incidenza
inferiore del 60% di questi tipi di tumori rispetto ai soggetti con bassa assunzione di flavonoidi
(Martin e Tonelli 2013). Nell’ambito della famiglia dei flavonoidi ¢ possibile distinguere sei classi

principali: antocianidine, calconi, flavanoni, flavoni, flavonoli, isoflavoni.
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1.2.3 1 tannini

I tannini sono sostanze fenoliche solubili in acqua, con peso molecolare compreso tra 500 e
3000 e che, oltre alla normale reattivita dei fenoli, posseggono capacita di precipitare alcaloidi
(solfato di cinconina), gelatina e altre proteine. Posseggono tutta una serie di caratteristiche
tipiche dei fenoli, cio¢ la capacita di formare complessi colorati con sali di ferro, di ossidarsi in
presenza di permanganato di potassio in ambiente alcalino, di subire facilmente reazioni di

sostituzione elettrofila aromatica.

Le capacita dei tannini di far precipitare le proteine ¢ derivata dalla possibilita che essi h anno
di formare interazioni stabili con molecole proteiche per mezzo di legami incrociati. Le
associazioni con le proteine avvengono solamente se le molecole polifenoli hanno
dimensioni opportune per legare tra loro molecole proteiche adiacenti e se hanno un
numero di gruppi fenolici sufficiente a permettere la formazione di legami incrociati in piu siti.
I tannini sono localizzati principalmente nei vacuoli e nelle cere superficiali dei tessuti vegetali,

dove non interferiscono con 1 processi metabolici cellulari.

I tannini sono accumulati pressoché in tutta la pianta, nelle radici all’altezza dell’ipoderma sotto
lo strato epidermico suberizzato dove fungono da protezione nei confronti dei patogeni; nel fusto
principalmente nei siti di crescita e nello strato tra corteccia e epidermide dove svolgono anche la
funzione di regolatori della crescita. Fiori e frutti con la presenza di tannini presentano un
sapore astringente riducendo 1’appetibilitd da parte degli erbivori; nei semi sono localizzati per
lo piu tra il tegumento esterno e lo strato dell’aleurone dove contribuiscono al mantenimento della

dormienza.

L’astringenza ¢ una caratteristica sensoriale dei polifenoli, difatti per astringenza si intende
un’interazione tra i polifenoli e le proteine e \o glicoproteine salivarie con conseguente in
solubilizzazione delle molecole proteiche, verso la fine della maturazione dei frutti e delle foglie 1
polifenoli sono gia complessati con proteine del frutti e quindi i frutti maturi perdono il tipico
sapore astringente. Attualmente 1 tannini sono classificati, in accordo con le loro
caratteristiche  strutturali, in due classi: tannini idrolizzabili e tannini condensati
(protoantocianidine). I primo sono quelli che per semplici trattamenti con acidi o basi o enzimi
idrolitici (tannasi) producono zuccheri ed acidi fenolici; 1 secondi non si idrolizzano
facilmente e non contengono zuccheri nella loro struttura, basata sullo scheletro del flavano. In

anni piu recenti ¢ stata caratterizzata una terza classe di tannini detti florotannini, individuati in
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molte specie di alghe brune ed i quali sono formati da unita di floroglucinolo unite da legami C-C

e\o C-O.

I tannini idrolizzabili normalmente contengono un monosaccaride, quasi sempre glucosio
legato , a vari acidi fenolici, quali acido gallico (gallo tannini) ed acido esaidrossidifenico. I

tannini idrolizzabili si trovano principalmente nelle dicotiledoni.

I tannini condensati sono diffusi in gran parte delle piante vascolari e sono localizzati
principalmente in tessuti lignificati ed in tegumenti di frutti in fase di maturazione. Per trattamento
acido essi tendono a policondensare, formando prodotti amorfi insolubili (flobafeni), con
simultanea formazione di piccole quantita di pigmenti antocianici. I tannini condensati (o
flavanici) sono polimeri di flavani: flavan-3-oli (catechine), robinetinidolo, leucoantocianidine e
peltoginoidi che vengono anche indicati come proantocianidine o proantocianidine condensate, in
quanto si tratta di sostanze incolori che per riscaldamento in ambiente acido producono
antocianidine. In vivo si ¢ notato che i tannini condensati si trovano in forma libera non-
glicosilata, fatto inusuale nella chimica dei polifenoli vegetali ed il cui significato biogenetico non
¢ ancora ben noto. La loro attivita biologica ¢ molto limitata a causa del loro elevato peso

molecolare e della loro conseguente relativa immobilita.

Tuttavia, 1’assenza di gruppi protettivi sulla loro matrice idrossilata ¢ la causa del loro

importante ruolo nell’interazione pianta-animale.

Quando I’organizzazione cellulare viene distrutta 1 tannini possono facilmente complessare le

proteine, riducendo significativamente I’attivita degli enzimi od il valore nutritivo delle proteine.
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1.2.4 Biosintesi delle antocianine e flobafeni in mais

Analizzando il mais dal punto di vista genetico ¢ stato scoperto che sono coinvolti almeno 20
geni in questa via biosintetica, che comprendono sia geni strutturali che sia due gruppi di geni

regolatori responsabili per lo sviluppo e la pigmentazione tessuto-specifica.

I geni regolatori codificano per proteine che interagiscono fisicamente col DNA per formare un
complesso in grado di transattivare i promotori dei geni strutturali delle antocianine in mais
(Chandler et al., 1989). Il primo gruppo di geni regolatori ¢ costituito dalla famiglia »1/b1 (red
colorl/boosterl), che codifica per proteine che contengono il dominio di interazione basic Helix-
Loop-Helix (bHLH) DNA-binding protein, proteine che appartengono alla classe genica MYC; i
membri di questa famiglia sono altamente polimorfici e gli alleli bl consistono di un unico gene,
mentre molti alleli r1 sono geni complessi; membri di questa famiglia sono 1 geni b/ ed rl/
localizzati rispettivamente sul cromosoma 2 e 10. L’altro gruppo di geni regolatori ¢ rappresentato
dalla famiglia c1/pll (colored aleuronel/purple plantl) che codificano per fattori di trascrizione
della classe MYB (Pilu et al., 2003). Sembra che questi geni regolatori siano in grado di
incrementare il livello di espressione di tutti 1 geni strutturali nella via biosintetica delle
antocianine, anche se tipicamente b/ e p/l controllano la colorazione dei tessuti vegetativi della
pianta, mentre 7/ e ¢/ controllano la pigmentazione nell’aleurone e altre parti del seme; comunque
esistono delle eccezioni e sovrapposizioni nella specificita di tessuto di certi alleli (Coe et al.,
1988). Inoltre I’espressione di questi fattori di tascrizione puod essere influenzata dalla luce e da
altri fattori ambientali (Shen e Petolino, 2006). Quindi, la biosintesi di antocianine richiede
I’interazione di una proteina bHLH di tipo MYC (R1 o B1) con una proteina con il dominio
omologo a MYB (C1 o PIl). In seguito a cio, viene attivata la sintesi degli enzimi della via
biosintetica: in mais sono stati identificati i geni strutturali Al, A2, C2, Chi, Bzl e Bz2 (Coe et

al., 1988).

Per quanto riguarda i geni strutturali i piu importanti sono: il gene A/ (anthocyaninlessl) che
codifica per una diidroquercitina reduttasi (DFR); il gene A2 (anthocyaninless2) che codifica per
una flavan-3-ossi-idrossilasi; il locus C2 (colorless2) ¢ uno dei due loci che codificano per una
calcone sintasi; il locus Chi (chocolate pericarpl) codifica invece per la calcone isomerasi;
insieme portano alla formazione dalla naringenina a partire da tre molecole di malonato e una di
acido p-cumarico (Neuffer et al., 1997); Bzl (bronzel) codifica per I’'UDP glucosio flavonoide 3-
ossi-glucosiltransferasi (UFGT). Esiste poi un altro gene regolatore, P/ (pericarp colorl), che

regola 1’accumulo dei trascritti di C2, Chi e Al, richiesti per la sintesi dei flobafeni, una
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sottoclasse di flavonoidi; tuttavia P/ non attiva Bzl né Bz2 che sono specifici per la sintesi delle
antocianine (Neuffer et al., 1997). L’ultimo passaggio di questa via metabolica coinvolge il gene
Bz2 (bronze2) che codifica per una glutatione-S-transferasi (GST), un enzima in grado di
aggiungere una molecola di glutatione (GSH; y — glutamyl cysteinyl glycina) all’ antocianina
cyanidin-3-glucoside. In questo modo il coniugato di glutatione ¢ riconosciuto da una particolare
pompa presente sul tonoplasto, che di conseguenza carica nel vacuolo [I’intermedio

dell’antocianina (Marrs et al., 1995).

Questa ipotesi, tra l’altro, ¢ avvalorata dal fatto che nel vacuolo di mais il pigmento piu
abbondante ¢ risultato essere il cyanidin-3-glucoside malonato, contenente una molecola di solfuro
o di cisteina o di glutatione (Marrs et al., 1995). Quest’ultimo passaggio enzimatico coinvolge
delle reazioni che spesso vengono indotte nelle cellule in risposta a composti tossici o
axenobiotici. In effetti, alcuni intermedi della biosintesi delle antocianine, come ad esempio la

quercitina, sono particolarmente tossici sia per le piante che per gli animali (Marrs et al., 1995).

L’accumulo nel vacuolo permetterebbe quindi a questi pigmenti di svolgere la loro funzione
correttamente. La coniugazione delle antocianine con una molecola di glutatione permette di
aumentare [’idrofilicita della molecola e di marcarla per il trasporto all’interno del vacuolo.
Molte evidenze indirette indicano che in questo accumulo sia implicata una particolare proteina
appartenente alla famiglia di trasportatori ATP Binding Cassette (ABC), una Multidrug
Resistance-associated Protein (MRP) (Goodman et al., 2004).
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1.3 LE ANTICHE VARIETA

Le antiche varieta agricole dette “Varieta da Conservazione”, hanno origine locale e rappresentano
la memoria storica e biologica dell” agricoltura; normalmente hanno un’ elevata capacita di tollerare
gli stress biotici e abiotici e sono spesso caratterizzate da interessanti sapori ed eccellenti proprieta
nutrizionali.

Tra queste antiche varieta troviamo il mais “Nero Spinoso” di Valle Camonica.

1.3.1 1l mais “Nero Spinoso” di Valle Camonica

Il mais “Nero Spinoso” localmente viene pure chiamato mais “Rostrato di Esine”, “Spinato di
Esine” o “Melga Negra Spinusa”. La zona di origine di questa varieta ¢ rappresentata dal Comune
di Esine e dai comuni limitrofi, in particolare quello di Piancogno in localita Annunciata, situati in

Val Camonica (BS), dove il mais “Nero Spinoso” viene tradizionalmente coltivato.

Con il nome di mais “Nero Spinoso” di Valle Camonica si indica una popolazione di mais a
libera impollinazione caratterizzata da piante a medio vigore, con foglie dal portamento
patente e apparato radicale sviluppato. Le piante raggiungono un’altezza di circa 2,3-2,4 metri e
recano generalmente una sola spiga, la cui inserzione ¢ posta ad un’altezza di circa 105-110 cm
da terra. Guaina, foglie e brattee presentano una colorazione marrone — rossastra, a differenza
dello stocco, delle sete e delle antere, che in normali condizioni di coltivazione non accumulano
pigmenti.

La spiga (fig. 7), di forma cilindrico - conica, presenta 14-16 ranghi, ha un diametro di circa
4 cm ed una lunghezza di 16-18 cm. Il diametro del tutolo ¢ invece di circa 2-2,5 cm. La granella,
vitrea, presenta una caratteristica forma rostrata e una pigmentazione bruno - vinata piuttosto scura
e uniforme. Durante la maturazione delle cariossidi I’accumulo di pigmenti avviene a partire
dall’estremita dove ¢ presente il rostro. Tale pigmentazione ¢ dovuta all’accumulo di flavonoidi,
in particolare di flobafeni, nel pericarpo del seme, in quantita variabile in base alle condizioni di
coltivazione. L’endosperma del seme ¢ invece di colore giallo scuro, dovuto alla presenza di
carotenoidi.

La fioritura maschile richiede circa 75 giorni, pertanto lo spinato d’Esine puo essere considerato

un mais a maturazione media-precoce, media.

La coltivazione pud essere realizzata secondo i principi dell’agricoltura convenzionale o

biologica. La semina viene eseguita meccanicamente o manualmente a partire dalla meta del mese
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di Aprile; ¢ in genere effettuata mantenendo una distanza tra le piante lungo la fila di 20-30 cm, e

una larghezza dell’interfila pari 70-75 cm, con un investimento di 5-6 piante/m”.

Al fine di mantenere la varieta in purezza, come popolazione a libera impollinazione, sara
necessario avere un numero elevato di piante, circa un migliaio, affinché non vi sia una perdita
di variabilita genetica. La popolazione andra coltivata in isolamento, ad almeno 200 m da altri
campi di mais, evitando in questo modo che le piante ricevano polline da piante di varieta
diverse. Le piante che presentino aberrazioni o risultino “fuori tipo” andranno rimosse prima della
fioritura maschile. Le spighe in buone condizioni e prive di muffa saranno raccolte manualmente
per ottenere la semente. La raccolta delle cariossidi da utilizzare come semente potra avvenire a
partire dalla maturazione fisiologica (40 giorni); esse andranno poi essiccate ad una temperatura
non superiore ai 45°C, fino a raggiungere una umidita inferiore al 14%. I semi andranno poi
conservati asciutti e puliti fino al loro impiego. Durante queste operazioni andra posta particolare
cura perché sia evitato, anche successivamente alla raccolta, I’inquinamento del seme (presenza di
semi estranei); in particolare dovra essere assicurata la sistematica pulizia delle macchine utilizzate

nelle operazioni di semina, raccolta, essiccazione, sgranatura e immagazzinamento del seme.

Evitare inquinamento genetico (contaminazione da parte di polline estraneo), o meccanico
(durante le operazioni) della semente (fig. 7) sara fondamentale per evitare che le caratteristiche
peculiari della varietd vengano perdute. Un agricoltore custode coltivera il mais in purezza per

produrre la semente.

Figura 7 — Caratteristiche della pianta ¢ della spiga.

22



Questa varieta di mais da farina tutt’ ora viene coltivata in piccoli appezzamenti nel territorio
della Valle Camonica, piu precisamente nella piana di Esine e sui pendii dell’ Annunciata di

Piancogno che sono stati terrazzati e coltivati dalla famiglia Saloni (fig.8).

Le dichiarazioni di Saloni Adelmo (allegato n. VII) e Saloni Isabella (Allegato n. VI)
testimoniano come il mais “Nero Spinoso”, anticamente chiamato “melga negra spinusa”, venisse
coltivato nei terreni di famiglia, dalla fine del XIX ad oggi. La granella veniva portata ad un
mulino situato a Malegno per essere macinata. La farina era poi utilizzata per la produzione di

polenta, alimento che veniva consumato quasi quotidianamente dagli agricoltori del luogo.

Figura 8 - terrazzamenti all”’ Annunciata di Piancogno
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Capitolo 2 MATERIALI E METODI

2.1 1 CAMPI SPERIMENTALI

Le stazioni sperimentali dove ¢ stato coltivato il mais e svolte le analisi agronomiche si trovano
in Lombardia a diverse altitudini. In particolare sono stati allestiti a Landriano (Pavia, fig. 10) nel
campo sperimentale ad impollinazione auto fecondante dell’ universita degli studi di Milano
presso 1’azienda agricola Angelo Menozzi ad un’altitudine di 88 m s.l.m. e in varie localita della
Valle Camonica e del Sebino. Oltre al campo dell’ universita sono stati allestiti altri nove campi

sperimentali, tre dei quali gestiti da agricoltori custodi di Esine. Nel dettaglio:

e Plona Stefano: localita Plemo di Esine, quota 300 m s.I.m.;

e Moraschini Albino: Esine a quota 300 m s.l.m.;

e Zamboni Damiano: localita Largarolo di Esine, quota 850 m s.l.m.;

e Buffoli Mariarosa: localita Pregasso di Marone (Sebino), quota 350 m s.l.m.; (fig. 9).
e Trotti Luca: localita Santicolo di Corteno Golgi, quota 850 m s.l.m.;

e Togni Silvia: localita Plerio di Edolo, quota 800 m s.l.m.;

e (alzaferri Matteo: localita Volpera di Malonno, quota 600 m s.l.m.;

e Tolotti Alessandro: Malonno, quota 500 m s.l.m..

In campo sono stati raccolti i seguenti dati:
e Data di semina, fioritura e raccolta;
e Altezza della pianta (dal suolo al pennacchio);

e Altezza della spiga principale (da terra all’attaccatura dello stocco).

E stato considerato un campione di 35 piante per i campi degli agricoltori custodi di Esine che

producono la semente e per il campo di Marone; per gli altri sono state considerate 20 piante.

Per quanto riguarda la spiga (fig. 10) e la cariosside sono stati raccolti i seguenti dati:

e Lunghezza spiga;
e Diametro della spiga e del tutolo;

e Numero dei ranghi;
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Peso dei 1000 semi;

Peso dei semi di una spiga.

Le spighe prese in analisi erano 4 per ogni campo sperimentale, prelevate casualmente.

Figura 10 - spiga di mais "Nero Spinoso" di Valle Camonica, a destra durante I’invaiatura.

25



2.2 ANALISI QUANTITIATIVA DI ANTOCIANINE, FLAVONOLI E ACIDI FENOLICI

Protocollo analitico per D’estrazione di antocianine, flavonoli e acidi fenolici e loro

determinazione quantitativa

A. SCELTA DEI SEMI

Per linee

1) Pesare 20 semi per il peso medio

2) Scegliere 5 semi per codice

3) Pulirli dai residui di tutolo (ricchi di antocianine)

4) Preparare eppendorf da 2ml con 1 codici corrispondenti

5) Pesare i semi

Per popolazioni

1) Pesare 20 semi per il peso medio

2) Scegliere 10 semi per spiga

3) Pulirli dalle glumette

4) Premacinarli nel macinino elettrico

5) Mescolare bene il premacinato e metterlo in bustina bianca di carta sulla quale ¢ stato riportato il
codice

6) Andare al mulino a sfere

B. PREPARAZIONE DELLE FARINE CON MULINO A SFERE D‘AGATA

1) Mettere 1 semi nella giara con la sfera e chiudere

2) Mettere la giara nella pressa e stringere il piu possibile (stringere prima la rotella rotonda poi
quella a fiore)

3) Chiudere il coperchio di plastica

4) Accendere con il pulsante ON/OFF posto dietro lo strumento

5) Impostare il tempo (1 minuto) e la frequenza (21,0)

6). Schiacciare il pulsante START, lo strumento si fermera da solo una volta trascorso il tempo

impostato
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N.B.1: puo capitare che le giare cadano: fermare lo strumento con ON/OFF, riaccenderlo e
reimpostarlo

ATTENZIONE a ricordare e segnare quale campioni si stanno polverizzando perché non si puo
scrivere sulle giare!!!!

7) Quando lo strumento termina il ciclo, aprire il coperchio, svitare le presse e raccogliere la farina
dalle giare nelle bustine (ci si puo aiutare con un foglio di alluminio).

8) Pulire le giare.

N.B.2: le giare devono sempre lavorare insieme, quindi se non hai un campione da inserire la fai

andare a vuoto, ma cosi la sfera si sporca, puoi usare un altro seme anche se non ti serve.

C. ESTRAZIONE DELLE ANTOCIANINE

1) Accendere la piastra dello stirrer (300°) mettendo a bollire dell’acqua distillata in un becker di
pyrex

2) Pesare circa 15 mg di polveri (bilancia di precisione-annotare il peso esatto) e inserirle in
eppendorf da 2ml con i codici corrispondenti

3) Aggiungere 200 pul di H,O distillata, cercare di mescolare bene, bucare il tappo delle eppendorf
(1 buco)

4) Fare bollire le eppendorf per 30°

5) Tappare il buco delle eppendorf con la colla della pistola a caldo

6) Aggiungere 1 ml di tampone d’estrazione EtOH95%-HCI1% (per 100ml: 95ml EtOH assoluto,
3ml HCI fumante, 2ml H20)

7) Cercare di fare sciogliere bene le farine bagnate con il tampone

8) Mettere in agitazione lenta over night

9) Centrifugare i campioni a 13000rpm per 10°

10) Preparare delle nuove eppendorf da 2 ml con i codici corrispondi ai campioni

11) Prelevare il surnatante e inserirlo nelle eppendorf appena preparate, tenere in frigo a 4°C fino a
mezz’ora prima della lettura

12) Aggiungere ai pellet 500 ul di tampone d’estrazione

13) Mettere in agitazione lenta per 2 h

14) Togliere 1 campioni estratti dal frigo

15) Centrifugare i campioni in agitazione a 13000rpm per 10°

16) Prelevare il surnatante e metterlo nelle eppendorf contenenti gli estratti corrispondenti, agitare e

invertire le eppendorf per mescolare bene

27



17) Centrifugare gli estratti a 13000rpm per 30° e trasferire surnatante in nuova eppendorf

18) Leggere allo spettrofotometro 1 ml del tal quale (non ¢ necessaria diluizione in genere)

D. LETTURA ALLO SPETTROFOTOMETRO

USARE CUVETTE DI QUARZO per la lettura dei flavonoli e acidi fenolici (sotto i 400nm)

1) Accendere lo spettrofotometro (accendere PC, Cary WinUV, simple reads)

2) Impostare la lunghezza d’onda (A) assorbita dagli antociani: 530nm, 350nm per i flavonoli e 280
per gli acidi ferolici (Y mode ABS, ave time 1.000)

3) Pulire la cuvetta (non toccare e pulire attentamente i lati trasparenti della cuvetta) con acqua
distillata e tampone di estrazione

4) Fare lo ,,Zero* leggendo 1 ml di tampone

5) Iniziare la lettura dai campioni meno colorati delle diluizioni 1:100 (100ul di estratto e 900 di
tampone di estrazione), poi passare alle diluizioni 1:10 (10ul di estratto e 990 di tampone) ed infine
leggere 1 campioni non diluiti

6) Sciaquare la cuvetta con acqua distillata e tampone di estrazione prima di leggere un nuovo

campione.

Un ml del surnatante totale viene utilizzato per la determinazione quantitativa di:

Antocianine: espresse come mg di cyanidin-3-glycoside equivalenti (coefficiente di estinzione

molare 26900 L m™ mol” e PM = 449,2) per 100g di granella.

mg cyanidin-3-glicoside equivalenti/gr estratto =
A x PM x Fatt. di Dil. x 1000 x Vol di Estraz L
Coeff di Estinz x gr Pesata

A=assorbanza tal quale
Fatt di diluiz: 10 0 100
Vol di estraz: 0,0017
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Flavonoli: espressi come mg di quercitina equivalenti (coefficiente di estinzione molare 21877 L m”

"mol™ ¢ PM =464,38) per 100gr di granella

mg quercitina equivalenti/gr estratto=

A x PM x Fatt. di Dil.x 1000 x Vol di Estraz L
Coeff di Estinz x gr Pesata

A=assorbanza tal quale
Fatt di diluiz: 10 0 100
Vol di estraz: 0,0017

Acidi fenolici: espressi come mg di acido ferulico (coefficiente di estinzione molare 14700 L m’

mol™ ¢ PM =195,18) per 100gr di granella

mg ac ferulico equivalenti/gr estratto=

Ax PM x Fatt.di Dil.x 1000 x Vol di Estraz L
Coeff di Estinz x gr Pesata

A=assorbanza tal quale
Fatt di diluiz: 10 0 100
Vol di estraz: 0,0017
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2.3 Analisi quantitativa dei flobafeni

Protocollo analitico per ’estrazione dei folbafeni

1.

12.
13.

Pesare 1 singoli semi (prelevarli dalla parte centrale della spiga) alla bilancia analitica
(almeno 5); calcolare il peso medio

Immergere 1 semi in acqua distillata overnight

Separare il pericarpo e porlo in stufa a 40°C overnight

(Volendo stimare il contenuto di flobafeni anche rispetto a 100g di pericarpo, pesare i
pericarpi seccati su bilancia analitica e calcolare il peso medio)

Polverizzare i pericarpi con il mulino a palle e prelevare una quantita di polvere di pericarpo
pari al peso medio del pericarpo; mettere la farina pesata in eppendorf da 1.5ml

Sotto cappa aggiungere 200ul di HCI fumante e agitare vigorosamente (vortex per 1’)

Sotto cappa aggiungere 800ul di DMSO e agitare vigorosamente (vortex per 17)

Preparare il bianco: 200u1 di HCI e 800u1 di DMSO

Porre in agitazione per 1 ora i campioni

. Centrifugare a 13000rpm per 15 min

. Prelevare il surnatante e centrifugare per altri 15 min (valutare I’eventuale presenza di un

precipitato che possa alterare la lettura allo spettrofotometro) e ripetere questo passaggio
fino a quando non si abbia piu formazione di pellet e il surnatante rimanga limpido
Prelevare 50ul e aggiungere 950ul di MeOH 100%

Leggere allo spettrofotometro con A 510nm (con cuvetta di vetro)

La determinazione quantitativa dei flobafeni, espressi come Abs 510 nm /100g di farina si

ottiene moltiplicando il valore di assorbanza misurato allo spettrofotometro per 100 e dividendolo

per il corrispondente peso medio del seme; moltiplicare il valore ottenuto per il rapporto tra il peso

medio del pericarpo e la quantita di polvere di pericarpo effettivamente usata durante 1’estrazione,

nel caso quest’ultima non corrispondesse al peso medio del pericarpo.

Abs/100g farina = ((Abs A 510nm X 100)/peso medio seme) x (peso medio del pericarpo di un

seme (mg)/mg polvere di pericarpo usata).
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24 L’INSERIMENTO DELLE SEMENTI NEL REGISTRO NAZIONALE DELLE
VARIETA DA CONSERVAZIONE

La richiesta di inserimento dei una varieta va fatta a Regione Lombardia la quale definisce
“varieta da conservazione, o vecchie varieta o varieta tradizionali, quelle varieta, popolazioni,
ecotipi, cloni e cultivar di specie di piante agrarie ed ortive, minacciate da erosione genetica,
coltivate sul territorio o conservate presso orti botanici, istituti sperimentali o di ricerca e banche del

germoplasma”.

Viene di seguito riportata la modalita da seguire secondo Regione Lombardia

Modalita per l'iscrizione delle varieta da conservazione al Registro nazionale

La Regione Lombardia con il decreto 11 ottobre 2013, n. 9167 (Burl del 15/10/2013, n. 42 serie
ordinaria), ha approvato la procedura (ALLEGATO 1) per la presentazione e I’istruttoria delle
domande di iscrizione delle varieta da conservazione. Grazie a questa procedura, semplificata
rispetto a quella della normativa sementiera, enti pubblici, istituzioni scientifiche, organizzazioni,
associazioni, singoli cittadini e aziende agricole potranno iscrivere le varieta da loro conservate e

coltivate all’apposita sezione del registro nazionale.

Il settore sementiero ¢ disciplinato a livello nazionale dalla legge n. 1096 del 25 novembre 1971,
successivamente modificata dal decreto legislativo n.212/2003 (ALLEGATO 2) di recepimento di

regolamenti e direttive comunitarie in materia.

Questa normativa stabilisce che le sementi di varietd agrarie e orticole possano essere
commercializzate previa iscrizione nei registri nazionali che, in Italia, sono tenuti dal Ministero
delle politiche agricole alimentari e forestali. Tali registri possono essere consultati sul sito

del STAN - Sistema Informativo Agricolo Nazionale.

Con il recepimento delle direttive comunitarie specificamente dedicate alle varieta da
conservazione, che per le loro caratteristiche mal si adattano alla normativa sementiera, sono state
introdotte nella normativa esistente le modifiche necessarie a rendere operativa la sezione “varieta
da conservazione” del registro nazionale (in sostanza le deroghe ai requisiti di
differenziabilita, uniformita e stabilita - DUS -e le modalita di iscrizione e commercializzazione

delle sementi).

31



La normativa che, a livello comunitario e nazionale, regola le varietd da conservazione ¢ la

seguente:

Varieta agrarie

Dir. 2008/62/CE,

D.1gs. n.149 del 2009,
D.M. 17 dicembre 2010.
Varieta ortive

Dir. 2009/145/CE,
D.Igs. n. 267 del 2010,
D.M. 18 settembre 2012.

La Regione ha un ruolo significativo nella, procedura per giungere all'iscrizione delle varieta da

conservazione nel Registro nazionale; la normativa, infatti, le assegna il compito di:

- richiedere per iniziativa diretta I’iscrizione;

- ricevere le domande d’iscrizione presentate da enti pubblici, istituzioni scientifiche,

organizzazioni, associazioni e singoli cittadini;

- esaminare le domande ed esprimere un parere vincolante da inoltrare al Ministero, che la

sottopone alla Commissione sementi per il parere definitivo e la successiva iscrizione.
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Capitolo 3 RISULTATI

3.1 RISULTATI AGRONOMICI

Nelle pagine seguenti sono presentati i risultati relativi alle analisi agronomiche degli otto campi

sperimentali.
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STEFANO PLONA, agricoltore custode di Esine (loc. Plemo)

Quota: 300 m s.I.m.

Data semina: 2 giugno

Data fioritura: terza settimana di luglio
Data raccolta: non pervenuta

ALTEZZA PIANTA - SPIGA

Altezza pianta | Altezza spiga | Altezza pianta | Altezza spiga
(cm) (cm) (cm) (cm)
285 130 280 110
245 100 275 122
250 101 305 140
260 120 220 82
263 122 275 118
275 119 258 98
290 130 275 104
300 120 290 120
270 100 240 90
265 98 315 147
275 122 260 110
260 120 280 130
280 117 265 90
290 130 250 95
255 118 270 100
295 125 265 115
285 122 333 132
295 127

Media pianta 274.09 cm
Media spiga 114.97 cm

CARATTERISTICHE SPIGA - SEMI

Campione | Lunghezza | Diametro Diiﬁ?ém Numero
Numero (cm) spiga (cm) (cm) ranghi
1 20 4.3 3.0 16
2 16 4.4 3.0 14
3 21 4.5 2.9 14
4 19 4.2 2.7 14
media 19 4.35 2.9 14.5
Peso 1000 semi 305.16 g
Peso semi (spiga 1) 154.90 g
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ALBINO MORASCHINI, agricoltore custode di Esine, ha coltivato un altro tipo di mais a circa
50 m dal campo sperimentale.

Quota: 300 m s.l.m.

Data semina: prima settimana di maggio
Data fioritura: fine luglio

Data raccolta: non pervenuta

ALTEZZA PIANTA - SPIGA

Altezza pianta | Altezza spiga | Altezza pianta | Altezza spiga
(cm) (cm) (cm) (cm)
308 119 290 117
270 110 275 125
305 140 280 98
310 150 302 120
303 143 290 138
312 146 307 155
300 123 300 134
323 136 275 116
294 128 310 113
310 154 273 112
260 100 303 127
287 128 319 146
285 120 276 126
305 155 273 125
310 138 290 127
268 113 308 129
280 110 277 127
320 112

Media pianta 294.23 cm

Media spiga 127.43 cm

CARATTERISTICHE SPIGA - SEMI

Campione | Lunghezza | Diametro DE;:;TSO Numero
Numero (cm) spiga (cm) (cm) ranghi

1 20.5 4.0 2.8 16
2 19.5 4.0 3.0 14
3 15.5 4.5 2.5 12
4 20.0 43 3.2 14

Media 18.88 4.2 2.88 14
Peso 1000 semi 262.10 g

Peso semi (spiga 1) 183.50 g
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DAMIANO ZAMBONI, agricoltore custode di Esine (loc. Largarolo)

Quota: 850 m s.l.m.
Data semina: 5 giugno

Data fioritura: terza settimana di agosto

Data raccolta: non pervenuta

ALTEZZA PIANTA - SPIGA

Altezza pianta | Altezza spiga | Altezza pianta | Altezza spiga
(cm) (cm) (cm) (cm)
255 127 220 85
280 105 240 95
185 112 225 120
280 137 170 70
260 130 205 90
295 142 250 92
230 85 245 81
260 131 230 100
250 120 260 127
280 103 240 105
235 95 238 115
200 90 265 125
253 102 270 140
300 145 225 124
285 133 185 95
255 110 220 83
230 103 225 100
240 100

Media pianta 242.46 cm
Media spiga 109.06 cm
CARATTERISTICHE SPIGA - SEMI
Campione | Lunghezza | Diametro DE?;TSO Numero
Numero (cm) spiga (cm) (cm) ranghi
1 17 4.1 2.9 14
2 16.8 4.2 2.8 15
3 24 4.5 3.0 14
4 22 4.7 3.4 12
Media 19.5 4.38 3.03 13.75
Peso 1000 semi 303.66 g
Peso semi (spiga 1) 91.6l g

36



MARIAROSA BUFFOLI, tesista di Marone (loc. Pregasso)

Quota: 350 m s.I.m.
Data semina: 2 giugno

Data fioritura: terza settimana di luglio

Data raccolta: 18/10/2014

ALTEZZA PIANTA - SPIGA

Altezza pianta | Altezza spiga | Altezza pianta | Altezza spiga
(cm) (cm) (cm) (cm)
236 84 273 120
237 86 225 117
252 110 273 118
234 93 279 103
275 110 250 118
277 131 272 135
290 119 268 110
150 100 280 112
240 97 300 122
235 93 241 105
260 112 242 96
259 94 275 108
243 107 280 111
260 103 318 136
257 94 250 109
203 84 248 101
173 106 281 99
237 85

Media pianta 253.51 cm

Media spiga 106.51 cm
CARATTERISTICHE SPIGA - SEMI
. . Diametro
Campione | Lunghezza D}ametro tutolo Numer'o
Numero (cm) spiga (cm) (cm) ranghi
1 21 4.6 3.1 16
2 18.2 4.4 3.3 14
3 13.5 3.6 2.7 12
4 17 4.7 2.5 14
Media 17.43 43 2.9 14
Peso 1000 semi 226.75 g
Peso semi (spiga 1) 13294 ¢
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LUCA TROTTI, agricoltore di Corteno Golgi (loc. Santicolo)

Quota: 850 m s.I.m.

Data semina: primi giugno
Data fioritura: meta agosto
Data raccolta: non pervenuta

ALTEZZA PIANTA - SPIGA

Altezza pianta | Altezza spiga | Altezza pianta | Altezza spiga
(cm) (cm) (cm) (cm)
270 110 240 90
239 62 260 91
210 87 215 70
247 59 230 79
195 62 232 77
233 100 241 73
127 90 226 90
225 92 191 70
100 74 192 56
223 106 200 78

Media pianta 214.8 cm
Media spiga 80.8 cm

CARATTERISTICHE SPIGA - SEMI

Campione | Lunghezza | Diametro DE?:)TSO Numero
Numero (cm) spiga (cm) (cm) ranghi
1 20 4.1 2.7 14
2 17.8 4 3 17
3 19 4.5 2.8 14
4 19.5 4.5 3.1 14
Media 19.8 4.28 2.9 14.75
Peso 1000 semi 32152 g
Peso semi (spiga 1) 169.34 g




SILVIA TOGNI , agricoltore di Edolo (loc. Plerio)

Quota: 800 m s.I.m.

Data semina: primi giugno
Data fioritura: meta agosto
Data raccolta: 22/10/2014

ALTEZZA PIANTA - SPIGA

Altezza pianta | Altezza spiga | Altezza pianta | Altezza spiga
(cm) (cm) (cm) (cm)
193 70 245 74
223 96 245 91
222 76 233 80
230 90 264 99
240 91 260 111
212 80 270 94
226 83 254 99
238 90 253 100
218 72 286 110
220 80 230 90

Media pianta 234.6 cm

Media spiga 88.8 cm

CARATTERISTICHE SPIGA - SEMI

Campione | Lunghezza | Diametro Dii?;?:)m Numero
Numero (cm) spiga (cm) (cm) ranghi

1 17.5 4.2 3.2 14
2 17.3 3.4 2.5 16
3 16.8 4.0 3.5 12
4 19.3 4.2 3.5 12

Media 17.73 3.95 3.18 13.5
Peso 1000 semi 191.92 ¢

Peso semi (spiga 4) 111.85 ¢
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MATTEO CALZAFERRI, agricoltore di Malonno (loc. Volpera). La coltivazione ¢ avvenuta in

una radura ricavata dal bosco di latifoglie.

Quota: 650 m s.l.m.

Data semina: primi giugno
Data fioritura: meta agosto
Data raccolta: non pervenuta

ALTEZZA PIANTA - SPIGA

Altezza pianta | Altezza spiga | Altezza pianta | Altezza spiga
(cm) (cm) (cm) (cm)
277 133 211 90
228 90 218 110
220 105 239 123
205 113 240 88
315 139 205 100
254 115 195 93
245 129 215 90
210 84 240 112
240 107 205 90
210 103 200 104

Media pianta 228.6 cm

Media spiga 105.9 cm

CARATTERISTICHE SPIGA - SEMI

Campione | Lunghezza | Diametro Diiltl;?go Numero
Numero (cm) spiga (cm) (cm) ranghi
1 14.6 4.2 3.0 16
2 17 3.9 3.1 13
3 13.5 3.9 29 12
4 14 4.3 3.2 14
Media 14.78 4.08 3.05 13.75
Peso 1000 semi 232.09 g
Peso semi (spiga 1) 101.03 g
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ALESSANDRO TOLOTTI, agricoltore di Malonno. Non si hanno spighe e semi perché sono

ammuffiti sulla pianta.

Quota: 600 m s.l.m.

Data semina: primi giugno
Data fioritura: meta agosto
Data raccolta: non pervenuta

ALTEZZA PIANTA - SPIGA

Altezza pianta | Altezza spiga | Altezza pianta | Altezza spiga
(cm) (cm) (cm) (cm)
222 79 157 84
200 68 188 66
240 100 205 86
241 78 232 107
210 100 242 97
238 85 249 110
288 110 298 131
275 97 214 103
273 102 215 102
245 80 217 70

Media pianta 232.45 cm
Media spiga 92.75 cm
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3.2 QUANTITA DI ANTOCIANINE, FLAVONOLI E ACIDI FENOLICI

Nelle seguenti tabelle sono esposti i risultati delle analisi chimiche delle sementi coltivate a

Marone, Landriano ed Esine.

MAIS “NERO SPINOSO” COLTIVATO DA BUFFOLI

(MARONE)
| ANTOCIANINE
REPLICA mg/100g mg/seme
1 26,279 0,049
2 24,284 0,046
3 38,744 0,073
4 35,899 0,067
media 31,302 0,059
Deviazione
standard 7,095 0,013
| FLAVONOLI
REPLICA mg/100g mg/seme
1 181,666 0,341
2 166,298 0,312
3 202,512 0,380
4 208,744 0,392
5 155,635 0,292
6 175,539 0,330
7 213,756 0,401
8 228,996 0,430
media 191,643 0,360
deviazione
standard 25,614 0,048
| ACIDI FENOLICI
REPLICA mg/100g mg/seme
1 306,431 0,575
2 339,674 0,638
3 315,440 0,592
4 338,676 0,636
5 373,787 0,702
6 433,676 0,814
media 351,281 0,660
Deviazione
standard 46,65888183 0,087625
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MAIS “NERO SPINOSO” COLTIVATO A ESINE

ANTOCIANINE
REPLICA mg/100g mg/seme
1 41,376 0,063
2 34,344 0,052
3 46,831 0,071
media 40,850 0,062
Deviazione
standard 6,260 0,010
FLAVONOLI
REPLICA mg/100g mg/seme
1 259,964 0,395
2 253,553 0,385
3 276,352 0,420
4 229,014 0,348
media 254,721 0,387
deviazione
standard 19,644 0,030
ACIDI FENOLICI
REPLICA mg/100g mg/seme
1 388,016 0,590
2 370,090 0,563
3 373,351 0,567
4 402,686 0,612
5 419,476 0,638
media 390,724 0,594
deviazione

standard 20,64401392 0,031379



MAIS “NERO SPINOSO” COLTIVATO A LANDRIANO

R4305
ANTOCIANINE
REPLICA mg/100g mg/seme
1 16,187 0,045
2 19,339 0,054
3 19,423 0,054
4 21,612 0,060
5 24,049 0,067
media 20,122 0,056
Deviazione
standard 2,925 0,008
FLAVONOLI
REPLICA mg/100g mg/seme
1 172,566 0,479
2 198,629 0,551
3 132,710 0,368
4 173,910 0,483
5 173,303 0,481
media 170,223 0,473
deviazione
standard 23,679 0,066
ACIDI FENOLICI
REPLICA mg/100g mg/seme
1 261,053 0,725
2 236,355 0,656
3 268,941 0,747
4 216,880 0,602
5 268,170 0,744
6 276,626 0,768
media 254,671 0,707
deviazione

standard 23,11832061 0,064176



3.3 QUANTITA DI FLOBAFENI

Nelle tabelle sono riportati i risultati delle analisi chimiche delle sementi coltivate a Marone,

Landriano ed Esine.

MAIS “NERO SPINOSO” COLTIVATO DA BUFFOLI

(MARONE)
| FLOBAFENL |
REPLICA abs/100g seme
1 711,593
2 534,300
3 606,950
4 516,420
media 592,316
deviazione standard 88,63289431

MAIS “NERO SPINOSO” COLTIVATO A ESINE

REPLICA abs/100g seme
1 499,932
2 657,925
3 563,469
media 573,775
deviazione standard 79,49945136

MAIS “NERO SPINOSO” COLTIVATO A LANDRIANO

R4305
|~ FLOBAFENL |
REPLICA abs/100g seme

1 480,053

2 513,302

3 464,284

4 541,490

media 499,782
Deviazione standard 34,50465951
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3.4 COMPARAZIONE RISULTATI

Gli istogrammi seguenti (figure 1, 2, 3, 4, 5) riportano i valori medi delle analisi agronomiche e

chimiche riferite ai campi sperimentali e alle sementi, ci0 al fine di poterli confrontare.

Altezza media di piante e spighe

350

300

250

200

Altezza media
(cm) 150

B Altezza media piante
100
M Altezza media spighe

50

0

Campo sperimentale

Grafico 1 — Sono riportate le altezze medie delle piante e delle spighe misurate in ogni campo sperimentale. I campi

riportano il nome del coltivatore e sono disposti in ordine decrescente di quota.
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Misurazioni sulla spiga
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Campo sperimentale

Grafico 2 — Sono riportate la lunghezza media, il diametro della spiga e il diametro del tutolo misurate per ogni

campo sperimentale. I campi riportano il nome del coltivatore e sono disposti in ordine decrescente di quota.

Peso 1000 semi
350
300 -
250 -
200 -
peso (g)
150 -
100 - M Peso 1000 semi
50 -
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6;00 S < & $° S Q\o°
V i Qo
Campo sperimetale

Grafico 3 — Sono riportati i pesi dei 1000 semi per ogni campo sperimentale. I campi riportano il nome del

coltivatore e sono disposti in ordine decrescente di quota.
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Quantita di antocianine, flavonoli e acidi fenolici
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Provenienza Semente

Grafico 4 — comparazione dei risultati ottenuti con I’analisi chimica delle sementi provenienti dai campi

sperimentali di Marone, Esine e Landriano.

Quantita flobafeni
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580 -
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abs/ 100 g seme 520 -
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Marone Esine Landriano R4305
Provenienza semente

Grafico 5 — comparazione dei risultati ottenuti con I’analisi chimica delle sementi provenienti dai campi

sperimentali di Marone, Esine e Landriano.
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3.5 ISCRIZIONE DEL MAIS “NERO SPINOSO” NEL REGISTRO
NAZIONALE DELLE VARIETA DA CONSERVAZIONE.

Il mais “Nero Spinoso” di Valle Camonica sta per essere inserito nel Registro nazionale delle
varieta di conservazione. Durante I’attivita di tirocinio sono state infatti seguite tutte le procedure
tecniche e burocratiche fino all” invio della domanda d’iscrizione presso gli uffici competenti di
Regione Lombardia che, a loro volta, hanno provveduto ad inoltrarla al Ministero delle Politiche

Agricole e Forestali che a breve dovrebbe pronunciarsi in merito.

La documentazione compilata ed inviata a Regione Lombardia si compone della domanda
d’iscrizione (ALLEGATO 3), di una scheda descrittivo morfologica (ALLEGATO 4), di una
relazione tecnica (ALLEGATO 5) e di documenti storici e culturali volti a dimostrare il legame
tradizionale tra la coltivazione del mais e I’ambito locale individuato. Le fonti storiche sono state le
piu difficili da reperire per via dell’ assenza di scritti e/o materiali fotografici e iconografici. Cio
potrebbe essere dovuto al fatto che, anche in passato, tale varieta di mais fosse poco coltivata in

Valle Camonica.

Nel lavoro svolto in questo tirocinio ¢ stata pero raccolta testimonianza verbale e scritta della
signora Isabella Saloni (nata nel 1924, ALLEGATO 6) e del nipote Adelmo Saloni (nato nel 1963,
ALLEGATO 7) che hanno conservato tutt’ ora coltivano il mais “Nero Spinoso” di Valle Camonica
presso la localita Annunciata di Piancogno. Il signor Adelmo Saloni, nella sua testimonianza,
racconta che la coltivazione di questo mais risale all’ epoca dei suoi nonni (fine 1800) 1 quali

producevano farina per la preparazione della polenta, che veniva cucinata ogni giorno.

La testimonianza del Sig. Adelmo Saloni (fig. 12) ¢ stata filmata. Il video ¢ disponibile al
seguente indirizzo:
https://www.youtube.com/watch?v=UMmFK5cUcZU&feature=youtu.be =~ oppure  sul  sito

WWW.unimont.it

Figura 12 - la testimonianza del sig. Adelmo Saloni raccolta dalla tirocinante Mariarosa Buffoli e dal dott. Luca Giupponi
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Capitolo 4 DISCUSSIONE E CONCLUSIONI

Dall’ analisi dei risultati ottenuti € emerso che:

Il mais “Nero Spinoso” di Valle Camonica ¢ ricco in flobafeni rispetto ad altre varieta di
mais. Tale caratteristica oltre a conferire il colore particolare, ha proprieta antiossidanti e
capacita di prevenire malattie cardiache (Casas et al. 2014).

I1 contenuto piu elevato di flobafeni si riscontra nel campo di Marone (maggiore di 580
abs/100 g seme) seguito da Esine e Landriano.Il contenuto in antociani, flavonoli e acidi
fenolici si trova in quantita decrescente nelle sementi provenienti da Esine, Marone e
Landriano, ci0 probabilmente ¢ dovuto all’ ambiente di coltivazione.

Per quanto concerne i campi sperimentali si € notata un’ altezza della pianta maggiore di
250 cm nei campi ubicati ad una quota inferiore, precisamente a Esine nelle coltivazioni dei
signori Moraschini e Plona e a Marone nel campo di Buffoli. Sicuramente il motivo ¢
dovuto al clima del luogo e alla stagione che hanno permesso un miglior sviluppo vegetativo
del mais.

L’ altezza della spiga principale, come nel caso delle piante, ¢ piu alta nei campi che si
trovano a quote inferiori, ad eccetto del campo del sig. Calzaferri che ha un’ altezza media
superiore al metro della spiga non stante si trovi a quota 600 m s.L.m. e in una radura nel
bosco.

La lunghezza della spiga ¢ sempre superiore a 15 cm, ad eccezione di quelle del sig.
Calzaferri che non raggiungono questo valore. Cid puo essere dovuto all’ ubicazione del
campo all’ interno di un bosco.

Il diametro della spiga e del tutolo e il numero di ranghi sono pressoché costanti, cio sta a
significare che tale carattere non varia con la quota e I’ambiente.

II peso dei 1000 semi supera i 300 gr nei campi di Trotti, Calzaferri e Plona, mentre ¢

sotto 1 250 gr nel campo di Togni.

Per quanto riguarda l’iscrizione di questo mais nel Registro nazionale delle varieta da
conservazione, sono state seguite tutte le procedure tecniche e burocratiche fino all’ invio
della domanda d’iscrizione presso gli uffici competenti di Regione Lombardia che, a loro
volta, hanno provveduto ad inoltrarla al Ministero delle Politiche Agricole e Forestali che a

breve dovrebbe pronunciarsi in merito.
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A Esine, presso il municipio, si ¢ svolta una pubblica audizione per presentare alla
popolazione e alle autorita locali questa varieta e le procedure attuate per la sua
conservazione e valorizzazione. Inoltre 1 ricercatori dell” Universita degli studi di Milano
hanno presentato tali dati in un poster dal titolo “caratterizzazione e tutela di un’ antica
varieta di montagna: il mais Nero Spinoso di Valle Camonica” al convegno “VisMont 2015~
(“agricoltura, ambiente, territorio: una visione innovativa per 1’agricoltura di montagna),
hanno partecipato al convegno “Dialogo tra mais antichi delle valli Seriana, Gandino e Valle
Camonica: Rostrato di Rovetta,, Spiunato di Gandino, Spinoso di Valle Camonica” tenutosi
a Lovere (BQG) il 2 settembre 2015 e hanno presentato un poster dal titolo “Study of an
ancient maiz from Valcamonica (northern Italy) rich in carotenoids and phlobaphenes” al
110° congresso della Societa Botanica Italiana svoltosi presso 1’ universita di Pavia dal 14 al
17 settembre 2015.

Il comune di Esine intende creare un’ associazione di agricoltori che in futuro

amplieranno la coltivazione e creeranno prodotti a base di mais “Nero Spinoso™.
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ALLEGATO I

PROCEDURA PER LA PRESENTAZIONE E L’ISTRUTTORIA DELLE DOMANDE DI ISCRIZIONE ALLA SEZIONE DELLE
VARIETA’ DA CONSERVAZIONE DEL REGISTRO NAZIONALE DELLE VARIETA’ DI SPECIE AGRARIE E ORTIVE

PREMESSA

A. AMMISSIBILITA DELLA VARIETA” DA CONSERVAZIONE

Ai sensi dei D.Lgs. n. 149/2009 e del D.Lgs n. 267/2010, rispettivamente per le specie agrarie ed ortive, la varieta da
conservazione per cui si richiede I'iscrizione al Registro deve possedere i seguenti requisiti:

a) essere varieta di specie di piante agrarie o ortive di ecotipi e varieta naturalmente adattate alle condizioni
locali e regionali, tradizionalmente coltivate e minacciate da erosione genetica;

b) presentare un interesse per la conservazione delle risorse fitogenetiche;

c) non deve figurare nel catalogo comune delle varieta di specie di piante agrarie e ortive oppure & stata
cancellata dal medesimo catalogo comune nel corso degli ultimi due anni o da almeno due anni a partire
dalla scadenza del periodo previsto dall'articolo 17-bis, quinto comma, del decreto del Presidente della
Repubblica 8 ottobre 1973, n. 1065;

d) non deve essere protetta da una privativa comunitaria per ritrovati vegetali prevista dai regolamenti (CE) n.
2100/94 o da una privativa nazionale per ritrovati vegetali ai sensi del d.lgs. 10 febbraio 2005, n.30, o sia
stata presentata una domanda di protezione ai sensi di tali normative;

B. CONDIZIONI ESSENZIALI PER L’AMMISSIONE: DISTINGUIBILITA’, STABILITA’ E OMOGENEITA’

Per una corretta caratterizzazione della varieta da conservazione si deve far riferimento alle “Linee guida nazionali per
la conservazione in situ, on farm ed ex situ, della biodiversita vegetale, animale e microbica di interesse agrario”
adottate con Decreto del Ministero delle Politiche Agricole, Alimentari e forestali del 6 luglio 2012, e in particolare alle
linee guida per la biodiversita vegetale. Il testo delle linee guida & disponibile sul sito www.reterurale.it e sul sito

www.agricoltura.regione.lombardia.it .

In particolare, ai fini della distinguibilita e della stabilita, alle varieta si applicano almeno i caratteri previsti da:
° i questionari tecnici associati ai protocolli d'esame dell'Ufficio comunitario delle varieta vegetali (UCVV),
elencati nell'allegato | della direttiva 2003/90/CE, per le specie agrarie, e nell'allegato | della direttiva
2003/91/CE, per le specie orticole,

° i questionari tecnici delle linee guida dell'Unione internazionale per la protezione delle novita vegetali (UPOV),
elencate nell'allegato Il della direttiva 2003/90/CE, per le specie agrarie,

° I'allegato Il della direttiva 2003/91/CE, per le specie orticole;
Per la valutazione del livello di omogeneita, per la quale si applicano le direttive 2003/90/CE per le specie agrarie e la
2003/91/CE per quelle ortive, se & stabilito sulla base delle piante fuori tipo, si applica un livello di popolazione
standard del dieci percento e una probabilita di accettazione del novanta per cento;

C. NORME PROCEDURALI: ESECUZIONE DI ESAMI UFFICIALI

Ai sensi dei sopra citati decreti legislativi, I'ammissione delle varieta da conservazione di specie agrarie ed ortive nei
registri nazionali delle varieta non e soggetta ad alcun esame ufficiale se risultano sufficienti le seguenti informazioni:

° descrizione della varieta da conservazione e sua denominazione;
° risultati di esami non ufficiali;

° conoscenze acquisite con |'esperienza pratica durante la coltivazione, la riproduzione e I'impiego, cosi come
notificate dal richiedente l'iscrizione;

e  altre informazioni, in particolare quelle ottenute dalle autorita competenti in materia di risorse fitogenetiche o
da organizzazioni riconosciute a tale scopo.
La Regione, qualora non ritenga sufficienti le informazioni fornite all’atto della domanda di iscrizione, si riserva di
richiedere documentazione integrativa, ivi inclusa ove necessario I'effettuazione di esami ufficiali per I'accertamento
della differenziabilita, presso I'istituzione incaricata dei controlli ai sensi della legge 25 novembre 1971, n.1096. | costi
per I'esecuzione degli esami ufficiali sono a carico del richiedente.
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D. LA DOMANDA DI ISCRIZIONE

Ai sensi del D.M. 17 dicembre 2010 e all’art.1 D.M. del 18 settembre 2012 la domanda di iscrizione:

e presentata da enti pubblici, istituzioni scientifiche, organizzazioni, associazioni, singoli cittadini e aziende o
per iniziativa del Ministero e delle Regioni;

e gratuita; fatti salvi i costi per I'accertamento, ove necessario, della differenziabilita delle medesime varieta
rispetto a quelle pit simili, come definito nella legge 1096 /1971;

deve contenere:

v" denominazione botanica e comune della specie;

v nome comune o nome locale della varieta e ogni eventuale sinonimo;

v' descrizione della varieta risultante da valutazioni ufficiali, non ufficiali o da conoscenze acquisite con
I'esperienza pratica durante la coltivazione, la riproduzione e l'impiego;

v' zona di origine della varieta come definita all'art. 8 del decreto legislativo n. 149/2009;

v"  notizie documentate di carattere storico e culturale volte a dimostrare il legame tradizionale tra la
coltivazione della varieta da conservazione e I'ambito locale individuato;

v" zona o zone di produzione delle sementi come definite dall'art. 11 del decreto legislativo n. 149/2009;

v' superficie della zona di origine nella quale viene effettuata la produzione delle sementi e superficie di
coltivazione sulla quale si intende realizzare la produzione;

v' zona o zone di commercializzazione delle sementi come definite dall'art. 13 del decreto legislativo n.
149/2009;

v" condizioni di coltivazione normalmente adottate, con particolare riferimento agli investimenti unitari di
semente;

v' quantitativo di sementi annualmente prodotte nella zona o nelle zone di origine;

v" condizioni tecniche per il mantenimento della varieta, nonché il responsabile o i responsabili del
mantenimento medesimo, ubicazione delle aziende ove il mantenimento viene effettuato.

La Regione si riserva di richiedere documentazione integrativa, che il soggetto che ha presentato domanda d’iscrizione

dovra produrre entro 30 giorni continuativi dalla richiesta stessa.

La Regione si riserva di richiedere I'effettuazione di esami ufficiali presso I'istituzione incaricata dei controlli ai sensi
della legge 1096/1971.

E. PROCEDURA

1. Presentazione delle domande

| soggetti interessati devono compilare I'apposito modello di domanda, unitamente agli allegati, in formato cartaceo o

elettronico, e inviarla a:

REGIONE LOMBARDIA
Direzione Generale Agricoltura

Struttura Sviluppo, promozione delle produzioni, ricerca,
innovazione tecnologica e servizi alle imprese

Piazza Citta di Lombardia, 1
20124 MILANO

agricoltura@pec.regione.lombardia.it

2. Esame delle domande

La Direzione Generale Agricoltura, Struttura Sviluppo, promozione delle produzioni, ricerca, innovazione tecnologica e

servizi alle imprese, ha il compito di:

fornire informazioni e chiarimenti in merito alla procedura e alla documentazione da fornire;
effettuare un controllo amministrativo sulla documentazione fornita;

valutare la documentazione fornita;
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° effettuare eventuali sopralluoghi;

° richiedere eventuali integrazioni alla domanda, da prodursi a cura di chi ha presentato la domanda di iscrizione
entro 30 giorni continuativi dalla richiesta stessa;

° richiedere I'eventuale effettuazione di esami ufficiali presso l'istituzione incaricata dei controlli ai sensi della
legge 1096/1971;

° consultare le strutture regionali competenti in materia, le province e le Comunita montane competenti per
territorio e le istituzioni tecnico scientifiche che operano nel settore delle produzioni vegetali e della
produzione sementiera, anche tramite pubblica audizione.

° formulare un parere riguardo all’iscrizione;

° trasmettere al Ministero, entro 90 giorni dalla presentazione della domanda di iscrizione, la domanda
completa della documentazione fornita e corredata del parere formulato, ai fini dell’adozione del
provvedimento conclusivo del procedimento;

° lo stesso parere viene contestualmente trasmesso al richiedente.
| termini del procedimento amministrativo sono sospesi nei casi previsti dall’art. 5 comma 3 del D.M. del 17/12/2010.

3. Conclusione del procedimento

IL DM 17 dicembre 2010, dispone che I'ammissione della varieta da conservazione al Registro sia effettuata tramite un
provvedimento amministrativo del Ministero da adottarsi entro 60 giorni dal ricevimento del parere espresso dalla
Regione.
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ALLEGATO II

Bollettino Ufficiale

- 49 -

.i. Regione
Lombardia

D.d.s.11 oftobre 2013 - n. 9167

Procedura per la presentazione e |'istruttoria delle domande
di iscrizione alla sezione delle varietd da conservazione del
registro nazionale delle varieta di specie agrarie e ortive

IL DIRIGENTE DELLA STRUTTURA
SVILUPPO E PROMOZIONE DELLE PRODUZIONI, RICERCA,
INNOVAZIONE TECNOLOGICA E SERVIZI ALLE IMPRESE

Richiamati gli artt. 10.1 e 12 della I.r. 5 dicembre 2008, n. 31, Te-
sto unico delle leggi regionali in materia di agricoltura, foreste, pe-
sca e sviluppo rurale;

Richiamata la legge 1096/1971 «Disciplina dell’attivitd semen-
tiera» e successive modificazioni e integrazioni, che regola la pro-
duzione a scopo di vendita dei prodotti sementieri e in particola-
re all‘art, 19:

* consente ['istituzione di registri di varietd per clascuna spe-
cie di coltura con lo scopo di permettere I'identificazione
delle varietd stesse;

* indica i criteri da accertare per l'identificazione, vale a di-
re distingulbilitd per uno o pil caratfteri dalle altre varietd
iscritte, omogeneitd e stabilitd dei caratteri essenziali, valore
agronomico e dl utilizazlone soddIsfacenti;

Richiamato il d.p.r. 8 ottobre 1973, n. 1065 «Regolamento di ese-
cuzione della legge 25 novembre 1971, n. 1096»;

Richlamate la Direftiva 90/2003/CE «Moddalitd di applicazione
dell'articolo 7 della direttiva 2002/53/CE del Consiglio per quanto
riguarda i caratteri miniml sul quali deve vertere lesame e le condizio-
nl minime per I'esame di alcune varietd delle specie di piante agrico-
le» e la Direftiva 91/2003/CE «Modalitd di applicazione dell'articolo 7
della direftiva 2002/55/CE del Consiglio per quanto riguarda | carat-
feri minimi sui quali deve vertere I'esame e le condlzloni minime per
I'esame di alcune varietd delle specie di ortaggis;

Richiamata la Direttiva 2008/62/CE «Deroghe per I'ammissione
di ecotipi e varietd agricole naturaimente adaftate alle condizio-
ni locali e regionali minacciate di erosione genetica, nonché per
la commercializzazione di sementl e tuberi dl patata da semina di
fali ecotipi e varletdy;

Richiamata la Direttiva 2009/145/CE «Deroghe per I'ammissio-
ne di ecotlpi e varletd vegetali tradizionalmente coltivati in parti-
colarl localita e regioni @ minacclati di erosione genetica, non-
ché dl varieta vegetali prive di valore intrinseco per la produzione
vegetale al fini commerciali, ma sviluppate per la coltivazione in
condlzioni particolari e per la commercializzazione di sementi di
tall ecotipl e varietc

Dato atto che le sopraccltate direttive, fra i «considerandos, evi-
denziano che:

* per tener conto degli sviluppi a livello comunitario e inter
nazionale in materia di conservazione, caratterizzazione,
raccolta e utilizzazione delle risorse fitogenetiche in agricol-
tura & necessario stabilire condizioni specifiche nel quadro
della legislazione comunitaria che disciplina la commer-
cializazione delle sementi di ortaggi, specie agrarie e tu-
beri di patata da seme;

per garantire la conservazione in situ e I'utilizo sostenibile di
risorse fitogenetiche, le sementi e i tuberi degli ecotipi e delle
varietd naturalimente adattate alle condizioni locali e regionali
(varieta da conservazione) devono poter essere commercia-
lizate e coltivate anche se non conformi ai requisiti previsti
dalla vigente normativa in materia sementiera;

per garantire che la commercializzazione di sementi di or-
taggi. specie agrarie e tuberi di patata da semina avvenga
nell oftica della conservazione delle risorse fitogenetiche &
necessarlo stabillre restrizioni riguardo alla regione di origi-
ne e alle quantité massime commercializzate;

Visti:

* il d.lgs. 29 ottobre 2009, n. 149 «Attuazione della direttiva
2008/62/CE concernente deroghe per 'ammissione di
ecotipi e varletd agricole naturalmente adattate a condi-
zioni locali e regionali e minacciate di erosione genetica,
nonché per la commercializzazione di sementi e dl tuberi
di patata a semina dl tali ecotipi e varietds;

il d.Igs. 30 dicembre 2010, n. 267 <Aftuazione della direttiva
2009/145/CE recante falune deroghe per I'ammissione di
ecotipi e varietd orticole tradizlionalmente coltivate In par-
ticolari localitd e regioni minacciate da erosione genetica,
nonché di varietd orficole prive di valore intrinseco per la
produzione a finl commerciali ma sviluppate per la coltiva-
zione in condizioni particolari per la commercializzazione di
sementi di tali ecotipi e varietd;

Serie Ordinaria n. 42 - Martedi 15 ottobre 2013

Visto il d.m. del 17 dicembre 2010 «Disposlzioni applicative del
d.lgs. 149/2009 circa le Modalitd per I'ammissione al Registro Na-
zionale delle varietd da conservazione di specie agraries;

Dato atto che Il citato d.m. 17 dicembre 2010, prevede, tra I'al-
tro, che:

* |'iscrizione delle varietd da conservazione avvenga per ini-
ziativa del Ministero e delle Regioni o su richiesta di enti
pubblici, istituzioni scientifiche, organizzazioni, associazioni,
singoli cittadinl e aziende, previo parere favorevole delle Re-
gionl competenti per territorio;

* la domanda di iscrizione sla inoltrata al Ministero per il tra-
mite della Regione competente per territorio;

* 'esame ed il parere sulla domanda d'iscrizione delle varie-
& da conservazione al Registro sono effettuat! dalla Regio-
ne competente per territorio, entro 90 giorni dal ricevimento
della richiesta;

Dato afto che lo stesso d.m. 17 dicembre 2010, dispone che
I'ammisslone della varietét da conservazione al Reglstro sia effet-
tuata tramite un provvedimento amministrativo del Ministero da
adottarsi entro 60 giorni dal ricevimento del parere stesso;

Visto il d.m. del 18 settembre 2012 «Disposizioni applicative del
D.lgs. 267 /2010 per cid che concerne le modalitd per 'ammissio-
ne al Reglstro nazionale delle varietd di specle ortive da conser-
vazlone e delle varietd di specle ortive prive di valore intrinseco e
sviluppate per la coltivazlone in condizioni particolari.

Dato atto che il d.m. 18 settembre 2012, prevede, tra |'altro, che
per le varietd da conservazione dl specie ortive si applicano le
disposizioni adottate con il decreto ministeriale 17 dicembre 2010,
per cid che concerne le modalitd di ammissione al registro nazio-
nale della varietd da conservazione di specie agrarie.:

Dato atto che la documentazione a corredo della domanda
d'iscrizione & dettagliata dal d.Igs. 29 ottobre 2009, n. 149, e dal
citato d.m. 17 dicembre 2010 che prevedono approfondimenti
tecnico-sclentificl rllevant] e definiscono | terminl per la conclusio-
ne del procedimento amministrativo;

Richiomato piano Nazionale per la Biodiversitd dl interesse
Agricolo (PNBA), approvato il 14 febbraio 2008 dalla Conferenza
Stato-Regioni con I'obiettivo di:

¢ definire gli strumenti operativi minimi, comuni e condivisi
per la ricerca e l'individuazione di varietd e razze locali, la
loro caratterizzazione, la definlzione del rischio di erosione/
estinzione e infine per la loro corretta conservazione;

* applicare a livello territorlale gll strumentl operativi citati in
precedenza, anche con progetti inferreglonali, allo scopo
di individuare, caratterizzare, valutare e conservare le varie-
& e razze locali;

Richiamato Il decreto del Ministero delle Politiche agricole ali-
mentari e forestali 6 lugllo 2012, rAdozione delle linee guida na-
zionali per la conservazione In sltu, on farm ed ex situ, della bio-
diversitd vegetale, animale e microbica di interesse agrario» in
attuazione del citato PNBA;

Dato atto che le cltate linee guida di aftuazione del PNBA evi-
denzlano il ruolo degli enti locali nella valorizzazione della biodi-
versitd e conservazione dell’agrobiodiversitd,

Ritenuto pertanto di definire una procedura per la presentazio-
ne e |'lstruftoria delle domande d'iscrizione delle varietd da con-
servazlone che:

¢ tenga conto delle linee guida del PNBA;

* preveda il coinvolgimento nella fase istruttoria delle strutture
reglonali competenti in materia, degli enti locali competenti
per territorio e delle Istituzioni tecnico scientifiche che operano
nel settore delle produzioni vegetali e della produzione semen-
fiera, aftraverso lo strumento della pubblica audlzione;

Visto I'allegato 1 parte integrante «Procedura per la presento-
zione e l'istruttoria delle domande d'iscrizione delle varietd da
conservazione al registro nazionale»;

Vista la l.r. 7 luglio 2008, n. 20, e in particolare I'art. 17 che indivi-
dua le competenze del dirigenti ed | provvedimenti organizzativi
della IX legislatura;

DECRETA

1. di approvare I'allegato 1 «Procedura per la presentazione e
I'istruttoria delle domande d'iscrizione delle varietd da conser-
vazione al registro nazlonales; parte integrante e sostanziale del
presente atto;

2. di disporre la pubblicazione del presente atto sul Bollettino
Ufficiale della Regione Lombardia.

Il dirigente della struttura
sviluppo, promozione delle produzioni, ricerca,
innovazione tecnologica e servizi alle imprese

Antonio Tagliaferri
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ALLEGATO III

DOMANDA DI ISCRIZIONE ALLA SEZIONE
VARIETA’ DA CONSERVAZIONE
DEL REGISTRO NAZIONALE DELLE VARIETA’ DI
SPECIE AGRARIE E ORTICOLE

D.M. 17 dicembre 2010 “Disposizioni applicative del D.lgs 149/2009 circa le modalita per
L’ammissione al Registro Nazionale delle varieta da conservazione di specie agrarie”.

Decreto n 9167 dell’11/10/2013

Dati del richiedente:

Il sottoscritto  GE.S.DI.MONT.

Ente di appartenenza (se presente) _Universita degli Studi di Milano

Ruolo ricoperto (se presente)

Indirizzo Via Morino 8, Edolo, 25048 (BS)
Telefono e fax 0364 71324

e-mail _gesdimont@unimi.it

Dati relativi alla varieta da conservazione:
Denominazione botanica:

Famiglia (in latino) _Poaceae

Genere (in latino) __Zea

Specie (in latino) _ Zea mays

Denominazione comune o nome locale della specie _mais

Denominazione comune o nome locale della varieta _mais spinato d'Esine

Eventuali sinonimi Spinusa, melga negra spinusa, rostrato d'Esine, mais nero spinoso dell'Annunciata

La varieta di cui sopra figura nel catalogo comune delle varieta di specie di piante agrarie e ortive oppure ¢ stata
cancellata dal medesimo catalogo comune nel corso degli ultimi due anni o da almeno due anni a partire dalla
scadenza del periodo previsto dall’articolo 17-bis, quinto comma, del decreto del Presidente della Repubblica 8
ottobre 1973, n. 1065?

Sl O (contrassegnare |'opzione interessata)

La varieta di cui sopra & protetta da una privativa comunitaria per ritrovati vegetali prevista dai regolamenti (CE) n.
2100/94 e n. 94/2010 o da una privativa nazionale per ritrovati vegetali o & stata presentata una domanda in tal
senso?

RIFERIMENTO A BREVETTO NAZIONALE?

SI’ NO (contrassegnare |'opzione interessata)

Dati del responsabile del mantenimento della varieta:

Cognome e Nome __Pilu Salvatore Roberto

Ente d| appartenenza (Se presente) UIliVCI'SltEl degll Studl di Milal’lo

Ruolo ricoperto (se presente) _ Ricercatore Universitario
Indirizzo  Via Celoria 2, 20133 Milano (MI)
Telefono e fax Tel. 02503 16549, Fax 0250316521

e-mail salvatore.pilu@unimi.it

Azienda/e dove viene effettuato il mantenimento:
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Azienda Cascina Saloni Terreni di Stefano Plona

Indirizzo ___Via Mandolini 4, loc. Annunciata, Piancogno (BS) loc. Campassi, Plemo, Esine (BS)

Telefono e fax  Sig. Saloni: 3381176221 Sig. Plona 3491653676
e-mail saloniscavi@gmail.com stefano.plonal @virgilio.it
titolare dell'azienda Adelmo Saloni Stefano Plona

Dati del/i soggetto/i (es. ditta sementiera, ente di ricerca ....) interessato/i al mantenimento o alla valorizzazione
della varieta (facoltativo):

Soggetto interessato_Comune di Esine Comune di Piancogno
Indirizzo Piazza Garibaldi 1, 25040 Esine (BS)  Via Nazionale 49, 25052 Piancogno (BS)
Telefono e fax _Tel. 0364367811, Fax 0364466036 Tel. 0364364800, Fax 0364364899

e-mail info@comune.esine.bs.it info @comune.piancogno.bs.it

Dati della banca del germoplasma (se presente):

Banca del germoplasma Azienda Agraria Angelo Menozzi, UNIMI CRA-MAC

Referente Pilu Salvatore Roberto

Indirizzo Cascina Marianna, 27015 Landriano (PV) Via Stezzano 24, 24126 Bergamo
Telefono e fax Tel. 0250316549, Fax 0250316521 Tel. 035313132, Fax 035316054
e-mail salvatore.pilu@unimi.it mac @entecra.it

Sviluppare una relazione tecnica articolata nei seguenti punti:

a. Spiegare come la varieta possa essere definita varieta tradizionalmente coltivata, minacciata da erosione
genetica, ed ecotipo, naturalmente adattato alle condizioni locali.

Spiegare come la varieta presenti un interesse per la conservazione delle risorse fitogenetiche.

c. Descrivere la varieta sulla base di valutazioni ufficiali, non ufficiali o conoscenze acquisite con I'esperienza
pratica durante la coltivazione, la riproduzione e I'impiego.

d. Relativamente alla distinguibilita ed alla stabilita descrivere almeno i caratteri presenti nei:

° Questionari tecnici associati ai protocolli d’esame dell’Ufficio comunitario delle varieta vegetali (UCVV),
elencati, nell’allegato | della direttiva 2003/90/CR, per le specie agrarie in questione, e nell’allegato | della
direttiva 2003/91/CE, per le specie ortive in questione, (reperibili sul sito www.cpvo.eu.int) oppure;

° Questionari tecnici delle linee guida dell’'Unione internazionale per la protezione delle novita vegetali
(UPQV), elencate nell’allegato Il della direttiva 2003/90/CE, per le specie agrarie, e nell’allegato OO della
direttiva 2003/91/CE, per le specie ortive (reperibili sul sito www.upov.int).

e. Fornire elementi relativamente al livello di omogeneita (per il quale si applicano le direttive 2003/90/CE per le
specie agrarie e la 2003/91/CE per quelle ortive). Si rammenta che si applica un livello di accettazione delle
piante fuori tipo del 10 percento.

f.  Indicare la zona di origine della varieta, come definita all’art.8 del decreto legislativo n. 149/2009 per le specie
agrarie e all’art. 8 del decreto legislativo n. 267/2010 per le specie ortive. Indicare il territorio comunale e
provinciale. Specificare, se del caso, in quale altro Stato membro dell’'Unione europea, oltre che sul territorio
nazionale, e situata la zona d’origine.

g. Fornire ed allegare notizie documentate di carattere storico e culturale volte a dimostrare il legame
tradizionale tra la coltivazione della varieta da conservazione e I'ambito locale individuato.

h. Indicare la zona/e di produzione delle sementi, come definite dall’art. 11 del decreto legislativo n. 149/2009
per le specie agrarie e all’art. 13 del D.Igs. n. 267/2010 per le specie ortive. Indicare il territorio comunale e
provinciale.

i Indicare la superficie della zona di origine sulla quale viene effettuata la produzione delle sementi e superficie
di coltivazione sulla quale si intende realizzare la produzione (nel rispetto delle restrizioni quantitative stabilite
dall’allegato I del D.Igs. n. 267/2010).

j.  Specificare il quantitativo di sementi annualmente prodotte nella zona/e di origine.

k. Indicare la zonale di commercializzazione delle sementi, come definite dall’art. 14 del decreto legislativo n.
267/2010 per le specie orticole. Indicare il territorio comunale e provinciale.
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I Descrivere le pratiche colturali normalmente adottate, con particolare riferimento agli investimenti unitari di
sementi.
m. lllustrare i criteri adottati per il mantenimento della varieta in purezza.

Nella redazione della relazione tecnica si invita a far riferimento alle “Linee guida nazionali per la conservazione in situ,
on farm ed ex situ, della biodiversita vegetale, animale e microbica di interesse agrario” adottate con Decreto del
Ministero delle Politiche Agricole, Alimentari e forestali del 6 luglio 2012, e in particolare alle linee guida per la
biodiversita vegetale. Il testo delle linee guida & disponibile sul sito www.reterurale.it e sul sito
www.agricoltura.regione.lombardia.it.

Dichiarazione del richiedente

Il sottoscritto, in qualita di legale rappresentante, titolare o richiedente incaricato, in nome e per conto della Ditta di
cui sopra,

A) Chiede . . . .
Di iscrivere  Mais spinato d'Esine, melga negra spinusa (nome
comune e nome locale della varieta) alla sezione delle varieta da conservazione del Registro nazionale delle
varieta agrarie ed ortive.

B) Dichiara:

° Che tutti gli stati, qualita personali, dati ed informazioni dichiarati nella presente domanda e nei relativi
allegato sono veritieri e documentabili e che gli stessi sono resi a titolo di dichiarazione sostitutiva di
certificazione e dell’atto di notorieta ai sensi degli articoli 38, 46 e 47 del D.P.R. del 28/12/2000 n. 445
(Testo Unico delle disposizioni legislative e regolamentari in materia di documentazione amministrativa);

° Di essere consapevole delle sanzioni penali, previste dall’articolo 76 del DPR 445/2000 in caso di rilascio di
dichiarazioni mendaci, di formazione di atti falsi od uso degli stessi, nonché dell’esibizione di un atto
contenente dati non pil rispondenti a verita;

° Di essere consapevole della decadenza dai benefici prevista dall’articolo 75 del DPR 445/2000 qualora in
conseguenza del controllo di cui all’articolo 71 del medesimo DPR emergesse la non veridicita del
contenuto della dichiarazione;

° Di impegnarsi a fornire, nel rispetto delle vigenti norme di legge, ogni informazione ritenuta necessaria
dalla Regione per il corretto ed efficace svolgimento delle attivita istituzionali;

° Di essere informato che, ai sensi dell’art. 13 del D.Igs. 30/6/2003, n. 196, il trattamento dei dati personali
forniti in questa sede o acquisiti a tal fine dalla Regione Lombardia - Direzione Generale Agricoltura e
finalizzato unicamente all’espletamento delle attivita istituzionali connesse al presente procedimento
relativo al rilascio di un parere relativamente all’iscrizione della varieta nella sezione varieta da
conservazione del Registro nazionale delle varieta di specie agrarie e ortive ed avverra a cura dei
dipendenti incaricati del trattamento dei dati presso GE.S.DLLMONT. con I'utilizzo di procedure
anche informatizzate, idonee a garantirne la sicurezza e la riservatezza, nei modi e nei limiti necessari agli
adempimenti relativi all’esecuzione delle predette attivita, anche in caso di eventuale comunicazione a
terzi. Il conferimento di tali dati e indispensabile per I'espletamento del procedimento amministrativo in
oggetto e la loro mancata indicazione preclude il suo avvio;

° Di essere informato che gli sono riconosciuti i diritti di cui all’articolo 7 del D.lgs. 196/2003, in particolare il
diritto di accedere ai propri dati personali, di chiederne la rettifica, 'aggiornamento e la cancellazione, se
incompleti, erronei, o raccolti in violazione di legge, nonché di opporsi al loro trattamento per motivi

legittimi rivolgendo le richieste a _Dott.ssa Anna Giorgi, presso GE.S.DI.MONT. ;
C) Siimpegna
° A comunicare tempestivamente eventuali variazioni a quanto dichiarato nella domanda e nei documenti
allegati e in particolare in relazione al possesso dei requisiti richiesti;
° Ad integrare la presente domanda nonché a fornire ogni altra eventuale documentazione necessaria,
secondo quanto verra disposto dalla normativa nazionale e regionale concernente le varieta da
conservazione;

D) Allega al presente modello di domanda:
° Relazione tecnica;
° Copia dei documenti reperiti di carattere storico e culturale volte a dimostrare il legame tradizionale tra la
coltivazione della varieta da conservazione e I'ambito locale individuato;
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° Eventuali altri documenti ritenuti utili a fornire elementi di valutazione sulla varieta da conservazione
(facoltativo).

Luogo e data

Timbro e firma

Firma (per esteso e leggibile) del richiedente/legale rappresentante (ai sensi dell’art. 38 del DPR 445/2000 apporre la
firma in presenza del funzionario incaricato della ricezione della domanda, oppure allegare fotocopia fronte/retro
leggibile non autenticata di un documento di identita in corso di validita del richiedente/legale rappresentante).
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ALLEGATO IV

Rif. CPVO TP/2/3|

51- MAIS

(Zea mays L.)

Scheda descrittiva morfologica

§La descrizione dei caratteri indicati nella prima colonna con GIBA é raccomandata dal Gruppo di lavoro Biodiversita Agricola. La§

idescrizio

ne dei caratteri n. 6, 15, 21.1, 21.2, 29, 32 indicati nella seconda colonna con asterisco (*) & obbligatoria ai ﬁni§

dell’iscrizione al Catalogo delle “varieta da conservazione”.

N° CPVO/ Stadi ! 'LIVELLO D’ESPRESSIONE DEL

N° GIBA UPOV | (tab.) %CARATTERE iCARA'ITERE VARIETA' DI RIFERIMENTO
1 fassente o molto leggera {0674, Jubilee (SC)
: 3 lieve {M017, Puma (SC)
1 1 14 %Prima foglia: pigmentazione antocianica della guaina X imedia §F252, Gyongymazsola (SC)
| H 7 I I
9

molto forte

2 2 14 iPrima foglia: forma dell’ apice 3 irotonda Empire (SC), F816
‘ 4 :Rotonda-a spatola F259, Merkur (SC)
5 A spatola iEPl
1 2 3 4 S
| 1 ichiara W182E
3 3 51-59 iFoiname: intensita del colore verde media W117, Empire (SC)
‘ scura GSS 3287 (SC), W401
""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" 1 lmoltopiccolo, £5° |
: 3 ipiccolo, * 25° A188
4/5 |
4 (:) 65-69 Foglia: angolo di apertura tra le foglie e il culmo X medio, + 50° F66, GH2547 (SC)
i 7 lgrande, + 75° F186, Spirit (SC)
9 imolto grande, > 90° i
1 3 5 7 9
mais
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N° GIBA N° CPVO/ Stadi iCARATI'ERE LIVELLO D’ESPRESSIONE DEL VARIETA' DI RIFERIMENTO
uPOV (tab.) ! ‘CARATTERE
- it
1 d'mtte o molto lievemente WD36
ricurve
i 3 leggermente ricurve {A654, Bonus (SC)
5/6 - ) ) .
5 @) 65-69  {Foglia: curvatura delle foglie X ricurve W117, Jubilee (SC)
7 ifortemente ricurve W79A
9 molto fortemente ricurve

GIBA

6/8
(*) (b)

Pennacchio: epoca di fioritura

La fioritura maschile va presa il 50% delle piante ha le antere visibili nel terzo medio dell'asse principale.

7 9
1 iMolto precoce (FAO 100)
' ida molto precoce e precoce | o
2 KW1069,Spirit (SC)
,,,,,,,, (FAO200)
3 !Precoce (FAO 300) F257, Champ (SC)
D: dio (FAO
x D@ precoce amedio ( F259, Centurion (SC)
400)
5 |Medio (FAO 500) F522, Zenith (SC)
6 :Da medio a tardivo (FAO 600) |A632
7 iTardivo (FAO 700) B73
"""" Datardivo a molto tardivo T
8 AM1513
(FAO 800)

: Molto tardivo (FAO 900)

X iassente o molto lieve W117, Royalty (SC)
3 llieve F66, Boston (SC)
7 7/9 N . - .
65-69 Pennacchio: colorazione antocianica alla base delle glume 5 :media F107
GIBA (*)(b) b R
7 iforte EP1
9 molto forte
i X iassente o molto lieve iF259, Empire (SC)
i3 llieve {F2, Royalty (SC)
8 8/10 i ) ) o [ i :
b) 65-69  Pennacchio: colorazione antocianica delle glume (esclusa la base) : 5 imedia ‘WD36, Centurion (SC)
i {7 iforte W79A
9 imolto forte ‘
L'osservazione viene fatta visibili nel terzo medio dell'asse principale.
i X lassente o molto lieve {A&%S, Empire (SC)
i3 llieve {F2, Royalty (SC)
9 9/11 | . . - : -
iPennacch|o: colorazione antocianica delle antere 5 ‘media W182E, Centurion (SC)
i 7 iforte
9 molto forte
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N° CPVO/ !

Stadi

ILIVELLO D’ESPRESSIONE DEL

N° GIBA iCARA'I'I'ERE : VARIETA' DI RIFERIMENTO
uPOV (tab.) ! ‘CARATTERE
L1 imolto piccolo, + 5°
i X Ipiccolo, + 25°
10 10/12 | ) , I ’ L it A e
GIBA © 65-69  Pennacchio: angolo tra I'asse centrale e le ramificazioni laterali 5 !medio, + 50 P1, Mv. Aranyos (SC)
‘ 7 igrande, £ 75° 186, Bonus (SC)
9 imolto grande, > 90°
1 3 5 7 9
: «diritte 0 molto lievemente )
X {F257, El Toro(SC)
poreave o
1 11/13 ' i 3 ileggermente ricurve 816, Empire (SC)
GlBA (© 69 iPennacchm: portamento delle ramificazioni laterali {5 ricurve \W182E, Bonus (SC)
7 fortemente ricurve F66
i 9 imolto fortemente ricurve
1 3 5 7 9
1 !assente o molto poche, 0-3 'F7
| 3 252, Mv. Aranyos (SC)
12 | s
GIBA 12/14 65-75  Pennacchio: numero di ramificazioni primarie 5 244, Kokanee (SC)
| 7
X imolto elevate, > 16
1 :Molto precoce (FAO 100) Mv. Aranyos (SC)
da molto precoce e precoce .
2 KW1069, Spirit (SC)
(FAO 200)
3 iPrecoce (FAO 300) F257, Champ (SC)
4 :Da precoce a medio (FAO 400):F259, Royalty (SC)
13 13/15 Spiga: epoca di comparsa delle sete X Medio (FAO 500) F522, Bonus (SC)
6 :Da medio a tardivo (FAO 600) ;A632
| 7 Tardivo (FAO 700)
| iDatardivo a molto tardivo |
P8 ‘AM1513
! {(FAO 800) !
{ 9 | Molto tardivo (FAO 900)
X !assente o molto debole §F7, F195, Bonus (SC)
|3
14 14/16 - . - £
65 iSpiga: colorazione antocianica delle sete i 5
GlBA (*) :
V7
9 %molto forte
mais
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N° GIBA N° CPVO/ Stadi CARATTERE LIVELLO D’ESPRESSIONE DEL VARIETA' DI RIFERIMENTO
uPOV (tab.) CARATTERE

1 lassente o molto lieve F16, Jubilee (SC)
3 lieve W117, Puma (SC)

15 15/17 61-79  |Culmo: pigmentazione antocianica delle radici avventizie X media WD36, El Toro (Sc)
7 iforte EP1
9 imolto forte
3 ilasche F16

16/18 . s . :

16 © 61-71  |Pennacchio: densita delle spighette X medie EP1, Royalty (SC)
7 idense F259, Empire (SC)
X iassente o molto lieve W401, Jubilee (SC)
3 ilieve F107

17 17/19 71-75 Foglia: pigmentazione antocianica della guaina 5 'media F257
7 iforte EP1
9 'molto forte
X assente o molto debole F259, Jubilee (SC)
3 idebole F816

18 18/20 71-75 ;Culmo: colorazione antocianica degli internodi 5 ‘media W79A
7 iforte F257
9 imolto forte
1 imolto corto, <20 cm
3 icorto, 20-30 cm EP1

Pennacchio: lunghezza dell’asse centrale dall’apice alle ramificazioni
19 19/21 71-75 | L X imedio, 31-40 cm F244, Bonus (SC)
inferiori A 4

7 ilungo, 41-50 cm F492, Empire (SC)
9 imolto lungo, > 50 cm

nghezza dell’asse centrale dall’apice alle
mificazioni basali.

mais




N-Giea  NCPVO/ | stadi LIVELLO D’ESPRESSIONE DEL
uPOV (tab.) CARATTERE

VARIETA' DI RIFERIMENTO

molto corto, < 10 cm

1
X corto, 10-20 cm

EP1
20 20/22 71-75 Penna.cc.hio: lunghezza dell’asse centrale dall’apice alle ramificazioni 5 medio, 21.30 cm W12k
GIBA superiori A
7 ilungo, 31-40 cm F492
9 imolto lungo, > 40 cm
Lunghezza dell’asse centrale dall’apice alle
ramificazioni superiori.
1 imolto corto, < 18 cm
X icorto, 18-21cm EP1
21/23 . TN = o
21 © 71-75  Pennacchio: lunghezza delle ramificazioni laterali 5 imedio, 22-24 cm A632
7 ‘lungo, 25-27 cm F492
9 imolto lungo, > 28 cm
molto corta F7

W117, Spirit (SC)

1

SOLO LINEE ENDOGAME E VARIETA' CON TIPO DI GRANO DOLCEQ | 3 [corta

22 22.1/24.1 -
75-85 POP 5 ‘media

F244, Puma (SC)

GIBA * 0 TEoE=

Pianta: lunghezza (pennacchio incluso) lunga

WD36, Royalty (SC)

7
9 imolto lunga

Enterprice (SC)

1 imolto corta
- 2.2/242 SOLO IBRIDI E VARIETA' AD IMPOLLINAZIONE LIBERA, ESCLUSO 3 corta PR39D23
GIBA : *) . 75-85 VARIETA' CON TIPO DI GRANO DOLCE O POP X media PR37Y12
Pianta: lunghezza (pennacchio incluso) 7 llunga DKC5166
9 :molto lunga
1 imolto piccolo, < 40% Gydngymazsola (SC)
X piccolo, 40-45% F816, Spirit (SC)
23/25 Pianta: rapporto altezza dell'inserzione della spiga pitialta [ (e
24 / 75-85 ppO # z pigap 5 imedio, 46-50% F252, Royalty (SC)
(a) /lunghezza pianta
7 .grande, 51-55% F481
9 'molto grande, > 55%
X molto stretta, <9 cm
3 istretta, 9-10 cm F16, Champ (SC)
25 24/26 75-85  !Foglia: larghezza del lembo (foglia spiga superiore) 5 imedia, 11-12 cm F244, Empire (SC)
7 ilarga, 12-13 cm F481, Centurion (SC)
9 'molto larga, > 13 cm
mais
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mais

N° GIBA N® cpvo/ Stadi CARATTERE LIVELLO D'ESPRESSIONE DEL VARIETA' DI RIFERIMENTO
uPOV (tab.) ! ‘CARATTERE
1 imolto corto
X icorto, come % internodo F259, Centurion (SC)
26 25/27 75-85  Spiga: lunghezza del peduncolo ”E”medlo, come internodo A654Jubllee(SC) ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
| iul
- ung'o, pit lungo F107
dell’internodo
9 !molto lungo
1 molto corta, <15 cm
X icorta, 15-18 cm F2
27 L s
GlBA 26/28 92-93  Spiga: lunghezza 5 !media, 19-21 cm A654, Spirit (SC)
7 ilunga, 22-24 cm F107
© 9 ‘molto lunga, > 24 cm
1 imolto sottile, <35 mm 7
X |sottile, 35-40 mm F7
28 27/29 92-93  Spiga: diametro (a meta lunghezza) 5 imedio, 41-45 mm w117
7 grosso, 46-50 mm F481, Centurion (SC)
9 imolto grosso, > 50 mm éEmpire (SC)
3 !conica F16, Wombat (SC)
29 28/30 92-93  Spiga: forma X (cilindrico-conica F816, Centurion (SC)
7 cilindrica F66, GH2547 (SC)
molto pochi, 8-10
: pochi, 10-12 F257
30 29/31 92-93  Spiga: numero file di grani medi, 14-16 F16, Dessert 73 (SC)

molti, 18

B73, Bonus (SC)

OV N M W

moltissimi, > 20




N° GIBA N° CPVO/ Stadi CARATTERE LIVELLO D’ESPRESSIONE DEL VARIETA' DI RIFERIMENTO
uPOV (tab.) | CARATTERE
31 30/32 7579 Solo varietd con granella di tipo dolce o ceroso 1 iuno Jubilee (SC)
(e) SPIGA: numero di colori del grano 2 idue Eolrukchal-ilho, Serendipity (SC)
1 2
| 3 1chiaro 1Gyéngymazso|a (SC)
32 31/33 75.79 Solo varieta con granella di tipo dolce L X
GIBA (e) GRANO: intensita del colore giallo 5 imedio Royalty (SC)
7 iscuro Kokanee (SC)
3 Icorto
32/34 Solo varieta con granella di tipo dolce "
33 75-79 5 medio Boston (SC)
(d) GRANO: lunghezza L] i
7 ilungo GH5704 (SC)
3 istretto Bonus (SC)
33/35 Sol ieta lla di tipo dol
34 / 7579 | olo varieta con granella di tipo dolce 5 Imedio Jubilee (SC)
(d) /GRANO: larghezza e
| i 7 ilargo {Mv. Arayon (SC)
777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777777 X \vitreo FZ
2 semivitreo F252
3 lintermedio F107
4 semidentato A654
35 34/36
/ 92-93 Spiga: tipo di cariosside 5 !dentato W182E
GIBA (*) (d) (e)
6 dolce Jubilee (SC)
7 ipop lowa Pop (SC)
8 iceroso
9 farinoso

WIS

»
[

..dall
AT TE

¢ \/ 1: vitreo di tipo Marano (riferimento Linea L 1058)

* V/ 2: vitreo di tipo Nostrano dell’Isola (riferimento Linea Lo 863)
eV 3:vitreo di tipo “corné” francese (riferimento Linea F2)

e V 4: vitreo di tipo Plata (riferimento lbrido Lucia)

* V 5: vitreo con altre origini

mais
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Il tipo vitreo (grado di espressione 1) in Italia & ulteriormente suddiviso nelle seguenti classificazioni merceologiche:
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N Giea N CPVO/ | stadi CARATTERE LIVELLO D’ESPRESSIONE DEL VARIETA' DI RIFERIMENTO
uPOV (tab.) ! CARATTERE

1 flint mostly hard endosperm, round grain, thick layer of hard endosperm on crown, larger
grains than pop

2 flint-like mostly hard endosperm, round grain, intermediate layer of hard endosperm on
crown

3 intermediate thin layer of hard endesperm on crown, crown slightly indented

4 dent-like mostly soft endosperm, crown moderately indented, medium layer of hard
endosperm on dorsal side of grain,

5 dent mostly soft endosperm covering also exterior part of crown, thin layer of hard
endosperm only on dorsal side of grain, grain strongly indented on crown

6 sweet glassy endosperm with very low or no starch content, wrinkled grain

7 pop nearly completely hard endosperm, rice-type (pointed grain) or pearl type (rounded
grain), very thick layer of hard endosperm on crown, smaller grains than flint

8 waxy approximately 100 % amylopectine, waxy appearance of grain, pink coloration of
endosperm in iodine staining test (blue black coloration of other types of grain).
Iodi iniry

non waxy
9 flour completely soft endosperm, grain round or slightly indented on crown
1 idebole Zarja (SC)
36 35/37 Solo varieta con granella di tipo dolce .
92-93 " . . L. 3 medio Merkur( SC)
GIBA (d) (e) Spiga: restringimento della parte superiore della cariosside
5 iforte Dessert 73 (SC)
1 3 5
77777 1 ibianco A188, PurpléVvhite (SC), Snowbelle (SC) -
2 bianco-giallastro
3 .giallo F259
4 igiallo-arancio F2, Gyongymazsola (SC)
7 5 ‘arancio F257, GH2547 (SC)
3 36/38 92-93  Spiga: colore della corona della cariosside
GIBA (d) (e) 6 'rosso-arancio Dynasty (SC)
7 irosso
8 irosso scuro
X brunastro Zenith (SC)
10 :blu-nero Miheukchal

mais



N° CPVO/

Stadi

LIVELLO D’ESPRESSIONE DEL

N° GIBA uPOV (tab.) CARATTERE CARATTERE VARIETA' DI RIFERIMENTO
1 bianco F481
2 ibianco-giallastro A188
W;mgiallo
mlrlmrgiallo-arancio F66
38 37/39 9293 Solo varieta con granella di tipo dolce 5 grancio EP1
GIBA (*) Spiga: colore del dorso della cariosside 6 ‘rosso-arancio
7 lrosso
8 irosso scuro
9 {brunastro
10 iblu-nero
Solo varieta con granella di tipo pop: 1a farfalla Robust 97461
39 38/40 93 Forma della granella scoppiettata "%mintermedia
3 iglobosa Robust 90252
1 3
77777 1 iassente o molto lieve F2, F257
3 llieve F252
40 39/41 . . T I
GIBA *) 93 Spiga: colorazione antocianica delle glume del tutolo 5 media w117
X iforte A632
9 imolto forte
1 STADIO: 2 foglie distese
14 STADIO: 4 foglie distese
51 STADIO: infiorescenza appena visibile
59 STADIO: emergenza dell' infiorescenza comleta
61 STADIO: Inizio fioritura maschile
65 STADIO: meta fioritura maschile - inizio apparizione delle sete
69 STADIO: completa fioritura maschile
71 STADIO: meta fioritura femminile - inizio maturazione lattea
75 STADIO: maturazione lattea
79 STADIO: raggiungimento della taglia finale delle cariossidi
85 STADIO: maturazione cerosa
92 STADIO: alla maturazione fisiologica
93 STADIO dopo la maturazione fisiologica; spighe “asciutte” con cariossidi che si staccano agevolmente dal tutolo

(a) osservazioni da effettuare appena la di sopra della spiga piu alta

(b) osservazioni da effettuare nel terzo mediano della ramificazione principale del pennacchio

(c) osservazioni da effettuare sulla seconda ramificazione a partire dalla base del pennacchio

(d) osservazioni da effettuare nel terzo mediano della spiga piu alta, a completo sviluppo

(e) carattere che puo essere influenzato da impollinazione incrociata. Nell varieta sweet corn e popcorn, I'impollinazione incrociata abdrebbe evitata

mais
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ALLEGATO V

RELAZIONE TECNICA MAIS SPINATO D’ESINE

a. Spiegare come la varieta possa essere definita varieta tradizionalmente coltivata, minacciata

da erosione genetica, ed ecotipo, naturalmente adattato alle condizioni locali.

La varieta della specie Zea mays denominata Spinato d’Esine ¢ tradizionalmente coltivata nell’area
del Comune di Esine (BS) e limitrofi, probabilmente gia dal XVII secolo. Testimonianze dirette da
parte di alcuni agricoltori, riportano la coltivazione di questa varieta di mais tra la fine del XIX e gli
inizi del XX secolo in localita Annunciata, nel territorio del Comune di Piancogno. Essa puo quindi
essere considerata una varieta locale come indicato dalle linee guida nazionali per la conservazione
in situ, on farm ed ex situ, della biodiversita vegetale (Decreto del Ministero delle Politiche
Agricole, Alimentari e forestali del 6 luglio 2012), infatti per specie annuali propagate per
seme, sono ritenuti sufficienti indicativamente cinquanta cicli riproduttivi di continuato
mantenimento di una popolazione in un certo areale (50 anni circa), perché una varieta possa aver
sviluppato caratteristiche di adattamento e di legame con 1’ambiente (anche antropico), tali da
poterla definire “locale”.

La granella prodotta, di colore bruno e caratterizzata da una evidente spinatura, ¢ stata ed ¢ tuttora
utilizzata principalmente per la produzione di farina da polenta ad uso prevalentemente familiare.
La varieta si presta particolarmente alla coltivazione in ambiente montano, anche a quote superiori
ai 1000 metri, grazie alla sua rusticita e alla lunghezza media del ciclo vegetativo. Durante la
seconda meta del XX secolo la coltivazione di questa varieta, che era in precedenza diffusa tra gli
agricoltori di questa zona, ¢ stata quasi del tutto abbandonata, complici ’avvento degli ibridi
commerciali e la riduzione del consumo di polenta, alimento che ¢ stato per secoli alla base
dell’alimentazione della popolazione contadina. In seguito agli studi condotti in anni recenti dal
Dipartimento di Scienze Agrarie e Ambientali dell’Universita degli Studi di Milano, la coltivazione
del mais Spinato di Esine ha trovato nuovo impulso, suscitando I’interesse di alcuni agricoltori
locali. Ciononostante il rischio che la varietd non venga piu coltivata e finisca per essere
completamente abbandonata rimane tuttora, complice il ristretto areale in cui ¢ oggi presente. La
perdita di questa, come di altre varieta tradizionali, potrebbe determinare una perdita di diversita
genetica, in riferimento a singoli geni o a particolari combinazioni di essi.

Un rischio ulteriore per la conservazione di questa varieta ¢ rappresentato da inquinamenti sia di
tipo meccanico (inquinamenti durante la semina, la raccolta, lo stoccaggio), sia di tipo genetico
(contaminazione da parte di polline estraneo), dovuto alla coltivazione di piante destinate alla
produzione di semente nelle vicinanze di quelle di altre varieta di mais (a meno di 200 metri di

distanza). Evitare questi inquinamenti ¢ fondamentale perché essi potrebbe portare nell’arco di
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pochi anni alla perdita dei caratteri fenotipici che contraddistinguono la varieta stessa, primi tra tutti

la pigmentazione e la spinatura.

. Spiegare come la varieta presenti un interesse per la conservazione delle risorse fitogenetiche.

La varieta presenta un’elevata rilevanza dal punto di vista fitogenetico in virtu delle sue peculiari
caratteristiche morfologiche e fenotipiche, e in particolare per la sua granella dalla caratteristica
forma rostrata e dalla pigmentazione bruna (Allegato 1), che a differenza di altre varieta di mais non
¢ dovuta all’accumulo di antocianine, ma alla presenza di flobafeni nel pericarpo (Tabella 1 e
Figura 1). Tali pigmenti sono sintetizzati in mais attraverso la via dei flavonoidi mediante la

polimerizzazione dei flavan-4-ols, guidata dalla presenza del gene regolatore P (pericarp colorl).

Tabella 1. Analisi quantitativa dei flavonoidi contenuti nel seme della varieta di mais Spinato
d’Esine e di un controllo incolore (Linea B73) mediante misura spettrofotometrica dell’assorbanza:
1 valori di antocianine, flavonoli e acidi fenolici sono espressi rispettivamente come equivalenti di:
cianidina 3-glucoside, quercitina 3-glucoside, ¢ acido ferulico, per 100 g di peso secco. I valori dei
flobafeni sono espressi come valori di assorbanza misurati ad una lunghezza d’onda di 510 nm in

riferimento a 100 g di peso secco. In tabella sono indicati i valori + limiti fiduciali al 95% (P=0,05).

Antocianine Flavonoli Acidi fenolici Flobafeni
(mg/100 g) (mg/100 g) (mg/100 g) (As10/100 g)
Spinato d’Esine 16,66 + 2,52 162,13 +£20,8 108,21 + 44,06 320,24 + 104,85
Linea B73 3+1 66+ 10 113+20 0,8+0,2
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Figura 1. Thin Layer Chromatography (TLC). Sono messi a confronto gli estratti alcolici di tre

varieta di mais, ottenuti dal tegumento del seme.

Le sue peculiari caratteristiche distinguono pertanto questa varieta dalle altre varieta tradizionali. Il
suo germoplasma ¢ stato campionato da parte del CRA-MAC di Bergamo a Esine (BS) nell’anno
2003 (Numero di accessione VA1269).

Varieta di mais recanti il gene P/, capaci di accumulare elevate quantita di flobafeni nel pericarpo
della granella, come lo stesso Spinato d’Esine, possono rappresentare una risorsa dal momento che i
flobafeni, come altre molecole appartenenti alla classe dei flavonoidi, possiedono proprieta
antiossidanti potenzialmente capaci di prevenire malattie croniche (Casas, M. 1., et al., 2014).
Inoltre sembrerebbe che le varieta portanti il gene P/ possano essere meno suscettibili all’accumulo
di micotossine quali le Fumonisine Bl che rappresentano un grande problema nella filiera
agroalimentare (Pilu ef al., 2011). Questo risulta ancora piu importante considerando che il mais ¢
attualmente il principale cereale coltivato nel mondo.

La conservazione dello Spinato d’Esine, come quella di altre varieta tradizionali, puo avere inoltre
una elevata rilevanza dal punto di vista del mantenimento della biodiversita sia come fonte di

variabilita genetica che come base per futuri programmi di miglioramento genetico.
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C.

Descrivere la varieta sulla base di valutazioni ufficiali, non ufficiali o conoscenze
acquisite con D’esperienza pratica durante la coltivazione, la riproduzione e I’impiego.

Con il nome di Spinato di Esine si indica una popolazione di mais a libera impollinazione
caratterizzata da piante a medio vigore, con foglie dal portamento patente e apparato radicale
sviluppato. Le piante raggiungono un’altezza di circa 2,3-2,4 metri e recano generalmente una sola
spiga, la cui inserzione ¢ posta ad un’altezza di circa 105-110 cm da terra. Guaina, foglie e brattee
presentano una colorazione marrone-rossastra (Allegato 2), a differenza dello stocco, delle sete e
delle antere, che in normali condizioni di coltivazione non accumulano pigmenti.

La spiga, di forma cilindrico-conica, presenta 14-16 ranghi, ha un diametro di circa 4 cm ed una
lunghezza di 16-18 cm. Il diametro del tutolo ¢ invece di circa 2-2,5 cm. La granella, vitrea,
presenta una caratteristica forma rostrata e una pigmentazione bruno-vinata piuttosto scura e
uniforme. Durante la maturazione delle cariossidi ’accumulo di pigmenti avviene a partire
dall’estremita dove ¢ presente il rostro. Tale pigmentazione ¢ dovuta all’accumulo di flavonoidi, in
particolare di flobafeni, nel pericarpo del seme, in quantita variabile in base alle condizioni di
coltivazione. L’endosperma del seme ¢ invece di colore giallo scuro, dovuto alla presenza di
carotenoidi.

La fioritura maschile richiede circa 75 giorni, pertanto lo spinato d’Esine puo essere considerato un
mais a maturazione media-precoce, media.

La varieta presenta similitudini dal punto di vista fenotipico con le varieta Spinato di Gandino e
Rostrato Rosso di Rovetta tradizionalmente coltivate nel territorio dei comuni omonimi. Benche
tutte siano varieta vitree di mais, lo Spinato di Esine si distingue facilmente dalle altre due varieta
per via della pigmentazione delle cariossidi molto piu scura, quasi nera: i semi del mais Spinato di
Gandino presentano infatti una pigmentazione giallo-arancio, piu chiara in prossimita del rostro,

mentre quelli del Rostrato Rosso di Rovetta presentano una pigmentazione rossastra.

Relativamente alla distinguibilita ed alla stabilita descrivere almeno i caratteri presenti nei:
Questionari tecnici associati ai protocolli d’esame dell’Ufficio comunitario delle varieta
vegetali (UCVYV), elencati, nell’allegato I della direttiva 2003/90/CE, per le specie agrarie in
questione, e nell’allegato I della direttiva 2003/91/CE, per le specie ortive in questione,
(reperibili sul sito www.cpvo.eu.int), oppure;

Questionari tecnici delle linee guida dell’Unione internazionale per la protezione delle
novita vegetali (UPOV), elencate nell’allegato II della direttiva 2003/90/CE, per le specie
agrarie, e nell’allegato OO della direttiva 2003/91/CE, per le specie ortive (reperibili sul sito

WWW.upov.int).
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Fare riferimento all’ allegato 3

Fornire elementi relativamente al livello di omogeneita (per il quale si applicano le direttive
2003/90/CE per le specie agrarie e la 2003/91/CE per quelle ortive). Si rammenta che si
applica un livello di accettazione delle piante fuori tipo del 10 percento.

Il mais rientra nelle specie elencate nell'allegato I della direttiva 2003/90/CE (Granturco, protocollo
TP-02 del 15.11.2001).

Le piante del mais Spinato d’Esine presentano una elevata uniformita considerando le
caratteristiche fenotipiche. L’osservazione di 730 spighe ha portato a riscontrare come il 93,97%
delle stesse (686) fosse conforme al tipo, ossia avesse cariossidi dalla caratteristica pigmentazione
scura che contraddistingue questa varieta. Per quanto riguarda le spighe fuori tipo, il 3,15% del
totale delle spighe osservate presentava una pigmentazione piu chiara, variabile da rosso scuro-viola
ad arancione, e solo il 2,87% presentava una pigmentazione giallo-arancione. La germinabilita delle

cariossidi ¢ compresa tra il 95 e 1l 100%.

Indicare la zona di origine della varieta, come definita all’art.8 del decreto legislativo n.
149/2009 per le specie agrarie e all’art. 8 del decreto legislativo n. 267/2010 per le specie
ortive. Indicare il territorio comunale e provinciale. Specificare, se del caso, in quale altro
Stato membro dell’Unione europea, oltre che sul territorio nazionale, & situata la zona
d’origine.

La zona di origine della varieta (art. 8 dlgs 149/2009) ¢ rappresentata dal Comune di Esine e dai
comuni limitrofi, in particolare quello di Piancogno in localitd Annunciata, situati in Val Camonica

(BS), dove il mais Spinato d’Esine viene tradizionalmente coltivato.

Fornire ed allegare notizie documentate di carattere storico e culturale volte a dimostrare il
legame tradizionale tra la coltivazione della varieta da conservazione e I’ambito locale
individuato.

Le dichiarazioni scritte di alcuni agricoltori locali, Saloni Adelmo e Saloni Isabella (Allegati 4 ¢ 5),
testimoniano come il mais Spinato d’Esine, anticamente chiamato “melga negra spinusa”, venisse
coltivato nei terreni di proprieta della famiglia Saloni, situati in localitd Annunciata, piu in
particolare nella zona detta “dei mandolini” nel Comune di Piancogno (BS), confinante con il
Comune di Esine, tra la fine del XIX e gli inizi del XX secolo. Le spighe raccolte venivano appese

ed essiccate all’aria; venivano poi sgranate manualmente e la granella cosi ottenuta era trasportata
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ad un mulino situato a Malegno per essere macinata. La farina era poi utilizzata per la produzione di
polenta, alimento che veniva consumato quasi quotidianamente dagli agricoltori del luogo.
Le testimonianze del Sig. Adelmo Saloni sono state raccolte anche in un’intervista, disponibile

all’indirizzo: https://www.youtube.com/watch?v=UMmFK5cUcZU& feature=youtu.be

. Indicare la zona/e di produzione delle sementi, come definite dall’art. 11 del decreto

legislativo n. 149/2009 per le specie agrarie e all’art. 13 del D.Igs. n. 267/2010 per le specie
ortive. Indicare il territorio comunale e provinciale.

Le sementi saranno prodotte in localitd Annunciata nel Comune di Piancogno (BS), in un’area
completamente isolata situata a 680 m s.l.m., comprendente piu terrazzamenti per un totale di circa
1500 m? (coordinate: 45°55°50.66°°N, 10°13°48,98"’E) (Allegato 6, sopra); e in localita Campassi,
frazione Plemo del Comune di Esine (BS), su una superficie di circa 300 m* (Allegato 6, sotto).

I terreni sono di proprieta del Sig. Adelmo Saloni e del Sig. Stefano Plona, che assumeranno quindi
il ruolo di agricoltori custodi e si impegneranno a produrre la semente mantenendo il necessario

isolamento.

Indicare la superficie della zona di origine sulla quale viene effettuata la produzione delle
sementi e superficie di coltivazione sulla quale si intende realizzare la produzione (nel rispetto
delle restrizioni quantitative stabilite dall’allegato I del D.1gs. n. 267/2010).

La produzione delle sementi avra luogo nella zona di origine su una superficie di circa 1500 m”
annessa alla cascina del Sig. Adelmo Saloni, in localita Annunciata, e piu precisamente nella zona
detta “dei mandolini” (Comune di Piancogno, BS); e su una superficie di 300 m2, situata in localita
Campassi, nel Comune di Esine (BS), proprieta del Sig. Stefano Plona.

La superficie di coltivazione invece ricoprira un’area di circa un ettaro situata nel Comune di Esine

e nei comuni limitrofi. Quindi, secondo quanto previsto dall’allegato I del D.lgs 267/2010 per le

varieta da conservazione della specie Zea mays, verra rispettato il limite di 10 ettari.

Specificare il quantitativo di sementi annualmente prodotte nella zona/e di origine.

Ogni anno verranno prodotti indicativamente circa 20-25 kg di semente.

. Indicare la zona di commercializzazione delle sementi, come definite dall’art. 14 del decreto

legislativo n. 267/2010 per le specie orticole. Indicare il territorio comunale e provinciale.
La zona di commercializzazione delle sementi comprende il territorio del Comune di Esine e dei

comuni limitrofi: Piancogno, Ossimo, Berzo Inferiore, Cividate Camuno, Malegno, Bienno, Borno,



Prestine, Lozio e Breno, tutti situati in Val Camonica, in provincia di Brescia, ove questa varieta era
un tempo coltivata.

La conservazione di questa varieta avverra quindi “in situ”, questa tipologia di conservazione ¢
particolarmente adatta alle varieta locali, secondo quanto indicato dalle linee guida nazionali per la
conservazione in situ, on farm ed ex situ, della biodiversita vegetale adottate con Decreto del
Ministero delle Politiche Agricole, Alimentari e Forestali del 6 luglio 2012. Infatti il legame con il
territorio assume una grande importanza nella valorizzazione delle varieta locali che possono essere
considerate come parte di un “sistema” biologico-culturale-territoriale; esse sono il frutto del lungo
lavoro di selezione e conservazione operato da parte degli agricoltori del luogo per centinaia di

anni.

Descrivere le pratiche colturali normalmente adottate, con particolare riferimento agli
investimenti unitari di sementi.

La coltivazione puo essere realizzata secondo 1 principi dell’agricoltura convenzionale o biologica.
La semina viene eseguita meccanicamente o manualmente a partire dalla meta del mese di Aprile; ¢
in genere effettuata mantenendo una distanza tra le piante lungo la fila di 20-30 cm, e una larghezza
dell’interfila pari 70-75 cm, con un investimento di 5-6 piante/m”. La coltura svolge il suo ciclo nel
periodo primaverile-estivo e viene concimata mediante 1’uso di concimi organici o minerali.

I1 controllo delle infestanti ¢ di grande importanza soprattutto nelle prime fasi di sviluppo. A questo
proposito possono essere adottate pratiche agronomiche quali sarchiatura e rincalzatura, oltre al
diserbo chimico di pre-emergenza (esclusivamente per quanto riguarda [’agricoltura
convenzionale). L’irrigazione puo essere praticata con sistemi ad aspersione, oppure con sistemi di
irrigazione a goccia, tuttavia non ¢ strettamente necessaria nel caso in cui le piogge siano frequenti
e ben distribuite anche nel periodo estivo.

La raccolta delle spighe ¢ in genere effettuata manualmente ove le ridotte dimensioni dell’area
coltivata lo consentano, ma puo essere effettuata anche meccanicamente.

La coltura puo subire danni di natura biotica o abiotica. Tra i parassiti animali assume un ruolo di
particolare rilevanza la piralide (Ostrinia nubilalis). La coltura puod essere colpita anche da funghi
patogeni che possono causare marciumi dello stocco e della spiga, tra i quali Gibberella zeae,
Fusarium graminearum, Fusarium culmorum, ecc...; alcuni tra questi possono essere responsabili
della produzione di micotossine. Pud inoltre essere soggetta a Carbone, provocato dal fungo
Ustilago zeae. Per questo dovra essere posta particolare attenzione alla qualita del prodotto durante
la raccolta e alla sua successiva conservazione in condizioni idonee di umidita e temperatura. Una

volta raggiunta una umidita inferiore al 14,5%, tale da garantirne la conservazione, le spighe

79



saranno sgranate a mano o meccanicamente e la granella verra immagazzinata alla rinfusa o in
sacchi traspiranti in luoghi asciutti e ben areati; potra essere conservata anche in cella frigorifera ad

una temperatura di +5°C.

. Ilustrare i criteri adottati per il mantenimento della varieta in purezza.

Al fine di mantenere la varieta in purezza, come popolazione a libera impollinazione, sara
necessario avere un numero elevato di piante, circa un migliaio, affinché non vi sia una perdita di
variabilita genetica. La popolazione andra coltivata in isolamento, ad almeno 200 m da altri campi
di mais, evitando in questo modo che le piante ricevano polline da piante di varieta diverse. Le
piante che presentino aberrazioni o risultino “fuori tipo” andranno rimosse prima della fioritura
maschile. Le spighe in buone condizioni e prive di muffa saranno raccolte manualmente per
ottenere la semente. La raccolta delle cariossidi da utilizzare come semente potra avvenire a partire
dalla maturazione fisiologica (40 giorni); esse andranno poi essiccate ad una temperatura non
superiore ai 45°C, fino a raggiungere una umidita inferiore al 14%. I semi andranno poi conservati
asciutti e puliti fino al loro impiego. Durante queste operazioni andra posta particolare cura perché
sia evitato, anche successivamente alla raccolta, 1’inquinamento del seme (presenza di semi
estranei); in particolare dovra essere assicurata la sistematica pulizia delle macchine utilizzate nelle
operazioni di semina, raccolta, essiccazione, sgranatura e immagazzinamento del seme. Evitare
inquinamento genetico (contaminazione da parte di polline estraneo), o meccanico (durante le
operazioni) della semente sara fondamentale per evitare che le caratteristiche peculiari della varieta

vengano perdute.
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Nella redazione della relazione tecnica si invita a far riferimento alle “Linee guida nazionali per la
conservazione in situ, on farm ed ex situ, della biodiversita vegetale, animale e microbica di

interesse agrario” adottate con Decreto del Ministero delle Politiche Agricole, Alimentari e
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forestali del 6 luglio 2012, e in particolare alle linee guida per la biodiversita vegetale. Il
testo delle linee guida ¢ disponibile sul sito www.reterurale.it e sul sito

www.agricoltura.regione.lombardia.it.
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ALLEGATO VI

Dichiarazione di coltivazione

La Saloni Isabella, nata nel 1924 che ha sempre vissuto nella localitd Annunciata, nel
comune di Piancogno facente parte della confraternita Saloni(Rodolfo, Fermo,

Aldo Fmma, Delfing) conosciuti coltivatori nella steses area, ricorda che da fin

quando era giovane, nei terreni di loro proprita era coltivato il mais nero Spinoso (in

dialetto: Melga nera spinusa) la quale veniva portata presso il mulino di Malegno a

far macinare per poter preparare la polenta che veniva consumata quotidianamente.
Borno, 19 gennaio 2015

In fede

Saloni Isabella

Jolons o lle
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